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RR:!regulador!de!la!respuesta!!
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IPTG Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido. 
ITC: microcalorimetría isotérmica de titulación. 
kb: kilo bases. 
LB: medio de crecimiento Luria-Bertani. 
LIC: Ligation-Independent Cloning. 
Mb: mega bases. 
MPD: 2-metil-2,4-pentanodiol. 
pb: pares de bases. 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction). 
PEG: polietilén glicol. 
PGI: fosfoglucosa isomerasa. 
PMSF: fluoruro de fenilmetilosulfonilo. 
PPARα: Peroxisome Proliferator-Activated Receptor alpha. 
Pi: fosfato inorgánico. 
PPi: pirofosfato inorgánico. 
RMSD: Raiz cuadrada de la media de los cuadrados de las desviaciones 
(Root Mean Square Deviation); para un conjunto de n puntos v y w, 
!"#$(!,!) = 1! ∥ !! − !! ∥!!!!!  
 
SaPI(s): Isla(s) de patogenicidad de Staphylococcus aureus (Staphylococcus 
aureus Pathogenicity Island(s)). 
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1.N!SISTEMAS!DE!TRANSDUCCIÓN!DE!SEÑALES.!NECESARIOS!PARA!LA!VIDA.!
Los!organismos!que!viven!en!libertad!están!expuestos!a!una!gran!variedad!de!
cambios! en! el! medio! que! los! rodea! y! requieren! el! uso! de! maquinarias! o!
sistemas! capaces! de! percibir! estos! cambios! y! de! desencadenar! respuestas!
adaptativas!que!permitan!su!supervivencia.!El!éxito!en!el!proceso!de!evolución!
depende!de!su!habilidad!a!la!hora!de!percibir!y!responder!rápidamente!a!esos!
cambios!producidos!dentro!y!fuera!de!la!célula.!Los!sistemas!de!señalización!y!
transducción!de!la!señal!basados!en!cascadas!de!fosforilación!son!los!sistemas!
más!comunes,! tanto!en!organismos!procariotas! como!en!eucariotas,! capaces!
de! detectar! esos! cambios! ambientales! y! de! generar! una! respuesta! en! la!
fisiología!celular!y/o!en!la!expresión!de!genes.!!
!
En! el! año! 1986,! se! describe! uno! de! los! primeros! sistemas! de! transducción!
bacterianos! basado! en! una! cascada! de! fosforilación,! NRIIPNRI! de! Escherichia(
coli! (Ninfa( A.( J( y( Magasanik( B.,( 1986).( Este( sistema! está! formado! por! una!
quinasaPfosfatasa,!NRII,! y!una!proteína!efectora,!NRI,! capaz!de!percibir! bajas!
concentraciones!de!nitrógeno!y!activar!genes! implicados!en! la! regulación!del!
mismo.!En!el!mismo!año,!1986,!estudios!realizados!por!Nixon!y!colaboradores,!
revelan! la! similitud! entre! proteínas! de! diferentes! organismos! capaces! de!
percibir!diferentes!tipos!de!estrés!y!desencadenar!una!respuesta!en!forma!de!
regulación! génica! (Nixon( B.( T.( et( al,( 1986).( Así! nace! un! nuevo! modelo! de!
transducción!de!señales!ambientales!compuesto!por!dos!proteínas,!la!primera!
con! la! región! carboxiPterminal! conservada! capaz! de! percibir! el! estímulo! y! la!
segunda! con! la! región! animoPterminal! conservada! con! capacidad! efectora.!
Debido!a!este!hecho,!llamaron!a!este!mecanismo!de!transducción!Sistema!de!
Dos!Componentes!(TCS;!del!inglés!TwoCcomponent(system).!!
En! años! posteriores,! se! avanzó! en! el! conocimiento! del! mecanismo! de!
fosforilación.!Así!entre!1988!y!1989!estudios!en!el!sistema!CheAPCheY!(Hess(J.(
F.(et(al,(1988;(Sanders(D.(A.(et(al,(1989)(y!en!el! sistema!NRIIPNRI! (Weiss(V.(y(
Magasanik(B.(1988)!definen!a!un!residuo!de!His!conservado,! localizado!en! la!
quinasa! sensora,! como! el! primer! residuo! fosforilable! y! a! un! residuo! de! Asp,(
localizado! en! la! proteína! efectora,! como! último! fosfoaceptor.! Además! se!
comprueba!que!la!presencia!del!ión!Mg2+!es!necesaria!para!que!se!lleve!a!cabo!
la! reacción.! En! 1989! se! utiliza! por! primera! vez! el! término:! Regulador! de! la!
Respuesta! (RR!de! sus! siglas!en! inglés!Response(Regulator)!para!nombrar!a! la!
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proteína!efectora!que!junto!con!la!Histidina!Quinasa!sensora!(HK!de!sus!siglas!
en!inglés!Histidine(Kinase)!conforman!los!TCSs((Sanders(D.(A.(et(al,(1989).((
(
Algunos! ejemplos! de! procesos! controlados! por! estos! TCSs! en! organismos!
procariotas! y! eucariotas! son! el!metabolismo! del! nitrógeno,! del! fosfato! o! del!
citrato!(Makino(K.(et(al,(1986;(Bott(M.,(1997);(quimiotaxis!(Fuhrer(D.(K.(y(Ordal(
G.(W.,(1991);!respuesta!a!diferentes!tipos!de!estrés!(Mizuno(T.(et(al,(1982;(Ota(
I.( y( Varshavsky( A.,( 1993);( procesos! de! diferenciación! y! desarrollo! como! la!
esporulación! (Perego(M.( et( al,( 1989;( LeDeaux( J.( R.( y(Grossman(A.( D.,( 1995);!
síntesis! de! la! cápside! en! Enterobacterias( (Stout( V.( y( Gottesman( S.,( 1990);!
formación!de!biofilms! (MartinezCWilson(H.(F.(et(al,(2008);!virulencia! (Beier(D.(
et(al,(1995;!Miller(S.(I.(et(al,(1989)!o!resistenciaPsíntesis!de!antibióticos!(Arthur(
M.(et(al,(1992;(Guenzi(E.(et(al,(1994;(Brian(P.(et(al,(1996)!(Tabla!1).!
!
!
!
!
!
!
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!
Tabla!1.!Dispersión!de!los!TCSs!procariotas!y!eucariotas.!
!
PROCESO' SISTEMA' ORGANISMO'(REFERENCIA)''
Síntesis/resistencia,antimicrobiana,
Síntesis,de,antibióticos, AbsA1/AbsA2, Streptomyces+(Brian+P.+et+al,+1996)++
Resistencia,antibióticos, VanS/VanR, Enterobacteria+(Arthur+M.+et+al,+1992)+
CiaH/CiaR, Streptomyces+(Guenzi+F.+et+al,+1994)+
Catabolismo,del,nitrógeno, DegS/DesgU, Bacillus+subDlis+(Louw+et+al,+1994)+
Fijación,de,nitrógeno, FixL/FixJ, Azorhizobium+(Kaminski+P.A.+y+Elmerich+C.,+1991),+Rhizobium+(D´hooghe+
I.+et+al,+1998)+
Reducción,del,nitrógeno, NarX/NarL, Enterobacteria+(Stewart+V.+et+al,+1989)+
Asimilación,del,nitrógeno, NtrB/NtrC, Escherichia+(MirandaRRios+J.+et+al,+1987),+Salmonella+(McFarland+N.+et+al,+
1981),+Bradyrizobium+(Nixon+B.T.+et+al,+1986)+
Catabolismo,del,fosfato, PhoR/PhoQ, Escherichia+(Makino+K.+et+al,+1986)+
CreC/CreB, Enterobacteria+(Wanner+B.L.+y+LeYerell+P.,+1980;+Amemura+M.+et+al,+
1986;+Wanner+B.L.,+1995)+
Catabolismo,del,citrato, CitA/CitB, Enterobacteria+(BoY+M.,+1997)+
Quimiotaxis, CheA/CheY/CheB, Bacillus+(Fuhrer+D.+K.+y+Ordal+G.+W.,+1991),+Escherichia+(Kofoid+E.C.+y+
Parkinson+J.+S.,+1991),+Helicobacter+(Tomb+J.+F.+et+al,+1997),+Salmonella+
(Stock+A.+et+al,+1988)++
Competencia, ComD/ComE, Streptococcus+(Pestova+E.V.+et+al,+1996)+
Integridad,pared,celular,, PmrB/PmrA, Streptococcus+(Soncini+F.C.+y+Groisman+E.A.,+1996)+PROCESO' SISTEM ' ORGANISMO'(REFERENCI )''
Diferenciación*y*desarrollo*
Control*del*ciclo*celular* DifJ/DifK* Caulobacter+(Otha+N.+et+al,+1992)+
Movilidad* FrzE/FrzS* Myxococcus+(McClearly+W.+R.+y+Zusman+D.R.,+1990)+
Formación*de*biofilm* VieS/VieA* Vibrio+(MarCnezEWilson+H.+F.+et+al,+2008)+
Síntesis*de*la*cápsida* RcsC/RcsD/RcsB* Enterobacteria+(Stout+V.+y+GoLesman+S.,+1990)*+
Respuesta*a*luz* Cph1/Rcp1* SynechocysCs+(Yeh+K.+C.+et+al,+1997)+
PhyC/?* Arabidopsis+(Cowl+J.+S.+et+al,+1994)+
Esporulación* KinA/KinB/KinC/
Spo0F* Bacillus+(Perego+M.+et+al,+1989;+LeDeaux+J.+R.+y+Grossman+A.+D.,+1995)+
Respuesta*a*estrés*
Represión*anaeróbica* ArcB/ArcA* Escherichia+(Iuchi+S.+et+al,+1990)+
Osmoregulación* EnvZ/OmpR* Escherichia+(Mizuno+T.+et+al,+1982)++
Transporte*
Potásio* KdpD/KdpE* Escherichia+(Walderhaug+M.+O.+et+al,+1992)+
Ácido*dicarboxílico* DctB/DctC* Rhizobium+(Ronson+C.+W.+et+al,+1987)+
Virulencia*y*patogenicidad** BvgS/BvgA* Bordetella+(Beier+D.+et+al,+1995*)+
PhoQ/PhoP* Salmonella+(Miller+S.I.+et+al,+1989)+
VirA/VirG* Agrobacterium+(Leroux+B.+et+al,+1987)+
Alginato* KinB/AlgB* Pseudomonas+(Ma+S.+et+al,+1997)+
Fitotoxinas** CorS/CorR* Pseudomonas+(Ullrich+M.+et+al,+1995)+
Toxinas*extracelulares* ArgC/ArgA* Staphylococcus+(Novick+R.P+et+al+1995)+
INTRODUCCIÓN!
!
!6!
2.N!EVOLUCIÓN!Y!DISTRIBUCIÓN!DE!LOS!SISTEMAS!DE!DOS!COMPONENTES.!
Aunque! inicialmente! se! consideraban! a! los! TCSs! mecanismos! restringidos! al!
dominio! bacteria! (Parkinson( J.( S.,( 1993),! en! los! años! 90! empezaron! a!
descubrirse! en! organismos! eucariotas! y! en! arqueas.! Estos! primeros! TCSs! no!
bacterianos!descritos!respondían!a!diferentes!tipos!de!estrés!en!las!levaduras!
Saccharomyces(cerevisiae(y!Schizosaccharomices(pombe!(Ota(I.(y(Varshavsky(A.,(
1993;(Maeda(T.(et(al(1994),(a(señalización!hormonal!por!etileno!en! la!planta!
Arabidopsis( thaliana! (Chang(C.( et(al,( 1993)! y! al!metabolismo!del! cAMP!en! la!
ameba!Dictyostelium(discoideum((Shaulsky(G.(et(al,(1996;(Wang(N.(et(al,(1996).!
También!se!han!encontrado!TCSs!en!el!genoma!de!hongos!unicelulares!(Catlett(
N( .L.( et( al,( 2003)! y! filamentosos! (Bhan( Y.( S.,( 2008),( en! otras! plantas! como!
Oryza(sativa!y!en!arqueas!como!Sulfolobus(solfataricus((Albers(S.(V.(y(Jarrell(K.(
F.,(2015).!Hasta!el!descubrimiento!de! los!TCSs!en!eucariotas,!se!pensaba!que!
las!rutas!de!fosforilación!en!residuos!de!His!y!Asp!se!daban!solamente!en! los!
sistemas!de!señalización!bacterianos!mientras!que!para!organismos!eucariotas!
las! rutas! de! fosforilación! eran! mediadas! por! serín/treonínPtirosín! quinasas!
(Thomason(P.(y(Kay(R.,(2000).!!
Actualmente! se! sabe,! gracias! a! la! secuenciación! genómica! de! organismos!
procariotas! y! eucariotas! (Grebe( T.( W.( y( Stock( J.( B.,( 1999),! que! los! TCSs! se!
originaron! a! partir! de! Sistemas! de! Un! Componente! (OCS;! del! inglés! One(
Component(Sistem).!Los!OCSs!se!componen!por!una!sola!proteína!que!combina,!
con!uno!o!varios!dominios,! la!capacidad!de!percibir!un!estímulo!y!de!generar!
una! respuesta.! Estos! sistemas! estuvieron! presentes! en! el! último! ancestro!
común!entre!bacterias!y!eucariotas!y!se!predicen!como!los!progenitores!de!los!
TCSs! debido! a! su! menor! complejidad! y! a! su! mayor! dispersión! en! el! reino!
procariota! (Ulrich( L.( E.( et( al,( 2005).! Actualmente! son! los! sistemas! de!
transducción! de! señales! prevalentes! en! procariotas.! Por! ejemplo! en! E.( coli(
BL21,( cuyo! genoma! está! secuenciado! por! completo,! se! han! encontrado! 273!
OCSs!y!unos!30!TCSs.!En!el!97%!de!los!casos!los!OCSs!son!proteínas!citosólicas!
mientras!que!un!73%!de!los!TCSs!poseen!proteínas!de!membrana!(Ulrich(L.(E.(
et(al,(2005).!!
Hasta!la!fecha,!los!TCSs!descubiertos!se!encuentran!dentro!de!los!tres!grandes!
dominios:!Bacteria,!Archaea!y!Eucarya,!y!están!ausentes!en!el!reino!animal.!!
En!las!bases!de!datos!P2CS!y!MiST2,!están!anotadas!y!clasificadas!las!proteínas!
que! componen!TCSs! en!diferentes!microorganismos! (Tabla! 2)! (Ortet( P.( et( al,(
2015;(Ulrich(L.(E.(y(Zhulin(I.(B.,(2010).!
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Tabla! 2.! Distribución! proteínas!
codificantes!de!OCSs!y!TCSs!en!bacterias!y!
arqueas.!Distribución!de!las!proteínas!que!
codifican! para! TCSs! y! OCSs! en! arqueas! y!
bacterias! según! la! base! de! datos! P2CS!
(Ortet(P.(et(al,(2015).!
!
!
!
Así,! según! las! diferentes! bases! de! datos,! se! han! identificado! entre! 144.000P
165.000!proteínas!que! forman!parte!de! TCSs! completos! siendo! las! proteínas!
bacterianas!más!abundantes!(Wuichet(K.(et(al,(2010).!La!cantidad!de!TCSs!que!
forman!parte!de!un!organismo!es!proporcional!a!la!complejidad!del!mismo!y!a!
la!presión!ambiental!a!la!que!está!sometido.!Así!pues,!el!número!de!sistemas!
que! codifica! el! genoma! de! un! organismo! puede! variar! desde! unos! pocos! o!
ninguno,! como! ocurre! en! bacterias! pátogenas! (Mycoplasma)! y! en!
endosimbiontes! con! genomas! muy! reducidos! (Candidatus( amoebophilus),!
hasta! casos! extremos! como! en!Myxococcus( xanthus( o! Nostoc( punctiforme,!
cuyos!genomas!presentan!más!de!una!centena!de!TCSs!(Figura!1)( (Kristin(W.,(
2010).!
!
!
!
!
!
!
!
Figura!1.!Distribución!de!los!OCSs!y!los!TCSs!en!especies!bacterianas.!Distribución!de!los!OCSs!y!
TCSs!(divididos!en!HKs!y!RRs)!en!algunos!ejemplos!de!especies!bacterianas.!Datos!obtenidos!de!
la!base!de!datos!MiST2!(Ortet!P.!et!al,!2010).!
!
Genomas( OCS( TCS(
Arqueas(
((((((((Completos( 165( 11.769( 2.516(
((((((((No(completos( 90( 11.586( 3.156(
Bacterias(
((((((((Completos( 2.588( 445.964( 143.623(
((((((((No(completos( 5.091( 962.876( 271.862(
((((((((Totales( 7.937( 1.433.014( 421.394(
E.#coli#
OCS$
HK$
RR$273#
28#
31#
N.#punc1forme#
OCS$
HK$
RR$
220#
147#
92#
M.#xanthus#
OCS$
HK$
RR$
315#
138#
136#
C.#ameobophilus#
OCS$
HK$
RR$
46#
3#
M.#putrefaciens#
OCS$
HK$
RR$
10#
1#
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Al! contrario! que! en! las! bacterias,! sólo! el! 50%! de! los! genomas! de! arqueas!
secuenciados! contienen! genes! codificantes! para! proteínas! que! forman! TCSs!
(Wuichet( K.( et( al,( 2010).! Entre! los! seis! grandes! filos! de! arqueas,! sólo! en! los!
Euryarcheotas! se! han! identificado! 14! genomas! con! alrededor! de! 489! genes!
que! podrían! formar! parte! de! TCSs! (Esser( D.( et( al,( 2016)( (Tabla! 2).! La! baja!
distribución!de!genes!que!codifican!para!proteínas!de!TCSs!en!arqueas!estaría!
relacionada!con!el!hábitat!en!el!que!viven.!Algunos!de!estos!microorganismos!
son! parásitos! o! endosimbióntes,! por! lo! que! su! hábitat! sufre! pocos! cambios,!
mientras!que!otros!viven!en!ambientes!extremos!que!afectan!a! la!estabilidad!
de! las! proteínas! fosforiladas! en! residuos! de! His! y! de! Asp.! A! pesar! de! la!
identificación!de!genes!pertenecientes!a!TCSs!en!arqueas,!el!papel! fisiológico!
de!estos!sistemas!no!ha!sido!muy!estudiado.!Tan!sólo!se!ha!caracterizado!con!
cierto! detalle! el! sistema! de! quimiotaxis! en! arqueas! halofílicas! (Albers( S.( V( y(
Jarrell( K.( F.,( 2015)! y! el! sistema! de! regulación! de! metalogénesis! en! arqueas!
metalogénicas!(Li(J.(et(al,(2014).!!
!
En! eucariotas,! estos! sistemas! no! se! encuentran! tan! diversificados! como! en!
bacterias.! Hasta! la! fecha,! sólo! se! han! encontrado! en! hongos! unicelulares!
(Catlett(N.(L.(et(al,(2003),!en!algunos!genomas!de!hongos!filamentosos!(Bhan(Y.(
S.,(2008),(en!plantas!como(A.(thaliana((Chang(C.(et(al,(1993)(y!O.(sativa,(donde!
se!han!identificado!para!cada!especie!entre! !20!y!25!proteínas!pertenecientes!
a!TCSs,!y!en!protozoos!como!D.(discoideum((Shaulsky(G.(et(al,(1996;(Wang(N.(
et( al,( 1996).! La! mayoría! de! los! TCSs! en! eucariotas! se! originaron! mediante!
transferencia! horizontal! de! genes! a! través! de! fagos! o! plásmidos,! por!
conjugación! directa! o! por! competencia! con!ADN! extracelular.! En! plantas,! en!
concreto,! la! ganancia! de! TCSs! fue! mayoritariamente! por! la! integración! de!
genes! del! cloroplasto! en! el! genoma! nuclear! mientras! que! aquellos! genes!
obtenidos!por!transferencia!horizontal,!se!duplicaron!y!diversificaron!jugando!
actualmente! papeles! en! diferentes! señalizaciones! ambientales! (Ren( B.( et( al,(
2009).(
!
La!escasez!de!TCSs!en!el!dominio!Eucarya!se!ve!reflejada!en! los!vertebrados,!
donde! se! encuentran! ausentes.! Esta! ausencia! unida! a! que! muchos! TCSs!
bacterianos!están!relacionados!con!!virulencia,!dota!de!gran!importancia!a!los!
TCSs!como!potencial!diana!antimicrobiana.!Se!ha!especulado!mucho!sobre! la!
poca!dispersión!de!los!TCSs!dentro!del!dominio!Eucarya!en!comparación!con!el!
Bacteria.! Una! posible! explicación! sería! la! labilidad! de! los! fosfoaspartatos!
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generados! por! los! TCSs! que! evitan! la! dispersión!de! los! RRs! en! eucariotas! en!
comparación!con! la!presencia!de!HKs!y!de!serín/treonín/tirosín!quinasas!que!
actúan!en!otros!mecanismos!de!transducción!de!señales!(Capra(E.(J.(y(Laub(M.(
T,! 2012).! Los! organismos! eucariotas! necesitan! modificaciones! más! estables!
que!permitan!transducir!la!señal!desde!el!exterior!celular!hasta!el!interior!del!
núcleo!por! lo!que!necesitan!proteínas! cuya!activación!perdure!en!el! tiempo.!
Este! hecho! conlleva! que! en! organismos! eucariotas! los! TCSs! sean! más!
complejos,! con! la! intervención! de! más! de! dos! proteínas,! y! que! su! función!
efectora!final!mayoritaria!no!sea!la!regulación!de!genes.!Un!ejemplo!de!estos!
sistemas! sería! la! activación! de! MAPK! por! el! TCS! SLN1PYPD1PSSK1! en! S.(
cerevisae(cuando!aumenta!la!osmolaridad!en!el!medio.(En!este!TCS,!la!cascada!
de! fosforilaciones! implica! tres! proteínas:! SLN1,! YPD1! y! SSK1,! actuando! SSK1!
como!efector!final,!cuyo!papel!no!es!el!de!regular!la!expresión!de!genes!sino!el!
de!activar!a!las!serín/treonín!quinasas!SSK2!y!SSK22!en!el!citoplasma!(Posas(F.(
et(al,(1996).(!
!
3.N!SISTEMAS!DE!DOS!COMPONENTES!BACTERIANOS:!HISTIDINA!QUINASAS!Y!
REGULADORES!DE!LA!RESPUESTA.!
Típicamente! un! TCS! bacteriano! consiste! en! una! HK! capaz! de! percibir! un!
estímulo!tanto!químico!como!físico!y!desencadenar!la!transducción!de!la!señal!
hasta! un! RR! que! lleva! a! cabo! la! respuesta,! principalmente! mediante! la!
alteración!en!la!expresión!génica.!La!transducción!de!la!señal!a!través!de!estas!
dos!proteínas!en!un!sistema!canónico!se!basa!en!una!cascada!de!fosforilación!
de! un! solo! paso.! Esta! cascada! se! caracteriza! por! tres! reacciones:! la!
autofosforilación! iniciada! en! la! HK! tras! la! llegada! de! la! señal,! la!
fosfotransferencia!del!grupo!fosforilo!a!su!RR!cuya!activación!desencadenará!la!
respuesta! y! la! finalización! de! la! señal! por! la! desfosforilación! del! RR! que,!
dependiendo!del!sistema,!se!lleva!a!cabo!por!la!misma!HK!que!inició!la!cascada!
(Casino(P.(et(al(2009),!por!fosfatasas!externas!(Stock(J.(B.(et(al,(1991),!o!por!la!
autohidrólisis!del!RR!(Pazy(Y.(et(al,(2009)!(Figura!2).!!
!
!
!
!
!
!
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Figura! 2.! Representación! esquemática! de! un!
TCS! canónico.! Las! tres! reacciones!que!definen!
un!TCS!canónico!aparecen!numeradas!siendo!1:!
autofosforilación,! 2:! fosfotransferencia! y! 3:!
desfosforilación.!!
!
!
!
!
!
Habitualmente!los!TCSs!son!sistemas!fieles!que!presentan!poca!promiscuidad.!
Cada!HK! trabaja! con! un! único! RR,! por! ello! en! la!mayoría! de! organismos,! los!
genes! que! codifican! ambas! proteínas! se! encuentran! cercanos! formando! un!
mismo! operón.! Esto! permite! fácilmente! su! amplificación,! por! duplicación! y!
divergencia,! y! su! dispersión! por! transferencia! horizontal,! permitiendo! la!
formación!de!un!nuevo!TCS!dentro!de!un!mismo! linaje!o! entre! especies.!Un!
ejemplo!de!este!proceso!de!duplicación!en!un!RR!y!posterior!divergencia!es!el!
sistema!NblSPRpaB/SrrA!de!Synechococcus(elongatus(cuya!HK,!NblS,! es! capaz!
de!fosforilar!a!su!RR!propio,!RpaB,!y!a!otro!RR!generado!por!duplicación!génica,!
SrrA!(LópezCRedondo(M.L.(et(al,(2010).!Pero!también!existen!casos!en!los!que!
genes!de!TCSs!están!codificados!en!islas!de!patogenicidad,!como!es!el!caso!del!
sistema!SpiRPSsrB!de!Salmonella( (Deiwick( J.( et(al,( 1999),(o!en!plásmidos.!Por!
otro!lado,!en!microorganismos!con!gran!cantidad!de!TCSs,!como!es!el!caso!de!
M.(xanthus((Figura!1),!más!de!la!mitad!de!los!genes!que!codifican!para!HKs!o!
RRs!están!codificados!en!solitario,!por!lo!que!se!desconce!la!pareja!con!la!que!
trabajan,! denominadose! a! estos! HKs! o! RRs! huérfanos! (SogaardCAndresen( L.,(
2005).(
!
Debido!a!la!gran!cantidad!de!TCSs!conocidos,!existen!muchos!TCSs!en!los!que!
la!cascada!de!fosforilación!no!ocurre!en!un!solo!paso!y!que!podemos!catalogar!
como!no! canónicos!o! complejos.! Estos! TCSs!no! canónicos!o! complejos! están!
formados!por!dominios!o!proteínas!accesorias!que!incluyen!pasos!adicionales!
en! la! cascada! de! fosforilación.! De! este! modo! nos! encotramos! con! HKs! que!
fusionan!dominios!REC!que!aportan!residuos!de!Asp!aceptores!y!que!permiten!
continuar! la! cascada! de! fosforilación! desde! la! His! inicial! dentro! de! la!misma!
cadena!polipeptídica! (Figura!3).!A!este! tipo!de!HKs!se! les!denomina!híbridas.!
Posteriormente,!el!dominio!REC!de!la!HK!híbrida!puede!transferir!el!fosfato!a!
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sensing domain of the HK regulates the kinase activity
and, in some bifuncitional HKs, the phosphatase activity
as well, to mediate the phosphorylation level of its
cognate RR. The phosphorylated RR functions as the
ultimate control element that modulates the activity of its
effector domain and elicits the particular response. The
sensing domain of HKs and the effector domain of RRs
show great diversity, which allows the utilization of the
same His–Asp phosphotransfer scheme in distinct
HK–RR pairs to couple diverse input stimuli, such as
nutrients, redox state, osmolarity and antibiotics, t an
equally diverse range of output responses, most fre-
quently through transcriptional regulation, but also by
mediation of protein–protein interactions and enzyme
activities.
Most sequenced bacterial genomes encode multiple
two-component proteins, with the number positively cor-
relating with the genome size (Galperin, 2005; Ulrich and
Zhulin, 2007). There are 30 HKs and 32 RRs in E cheri-
chia coli, and the total number of two-component proteins
exceeds 200 in Myxococcus xanthus and some cyano-
bacteria species. Both lineage-specific expansion and
horizontal gene transfer are thought to contribute to the
evolution of diverse two-component pathways that allow
bacteria to adapt to complex environments (Alm et al.,
2006). The presence of many paralogous HK/RR proteins
in the same cell requires individual pathways to be insu-
lated from one another to ensure signal transmission fidel-
ity and avoid detrimental cross-talk despite their highly
similar sequences and structures. This is especially
d manding for the OmpR/PhoB subfamily of RRs; they
share not only similar structures for individual domains but
also a common active dimer state that is believed to be
conserved within the subfamily (Bachhawat et al., 2005;
Toro-Roman et al., 2005a,b).
Response regulators are classified into different sub-
families according to their effector domains. The OmpR/
PhoB subfamily of RRs is the largest subfamily,
characterized by a winged h lix–turn–h lix effector
domain for DNA binding. They account for ~30% of all
P
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Fig. 1. Two-component signal transduction and the OmpR/PhoB subfamily of response regulators.
A. Schematic outline of a typical two-component system. The pathway features transfer of a phosphoryl group (red) between the conserved
histidine kinase and receiver domains (HisK and REC, grey). Sensing of input stimuli by the HK modulates the kinase or phosphatase activity
and regulates the phosphorylation level of the RR. The phosphorylated RR elicits the output response through the effector domain.
B. Dimer structure of the PhoB receiver domain (PDB ID: 1ZES). The receiver domain has a conserved (ba)5 fold (teal blue) and OmpR/PhoB
subfamily RRs appear to share a conserved dimeric structure once phosphorylated. The non-cov lent phosphoryl analogue beryllofluoride
(BeF3 - ) co-ordinates to the conserved aspartate residue (red), allosterically perturbing the a4-b5-a5 surface (green) and promoting
dimerization.
C. Sequence alignment of the a4-b5-a5 region of E. coli RRs. Full-length RR sequences are aligned by CLUSTALX (Thompson et al., 1997) and
only the a4-b5-a5 region is shown. S quence numbering is for ArcA. RRs include all E. coli OmpR/PhoB subfamily members and some
representatives from other subfamilies. Among the highly conserved residues within the OmpR/PhoB subfamily are the highlighted residues
that are involved in intermolecular interactions: hydrophobic contacts (blue); charged residues for salt bridge formation (orange). The pairing of
charged residues is labelled by four pairs of letters a, b, c and d. A red highlight represents a pair of residues that are not conserved but could
still complement each other with reversed charges. All these highlighted residues are not well conserved in RRs from other families.
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mammalian cells has not, to the best of our knowledge, been
shown yet. Here, we report on such an adaptation and show that
the internal core of the pathways and their specific interactions
are functional in mammalian cells. We have used the trans-
planted modules to implement complex logical programs of gene
expression. In addition, we show that the pathway genes can
serve as rich source of orthogonal building blocks for engi-
neering g netic circuits in mammalian cells.Methods
Plasmid Construction. Plasmid d sign was done with SnapGene (GSL Biotech
LLC). Escherichia coli DH5α competent cells were used for cloning. Trans-
formed cells were grown in LB Broth Miller Difco (BD) supplemented with
selective antibiotics. PCR was done with Phusion High-Fidelity DNA poly-
merase (NEB). Primers were purchased from Sigma-Aldrich. Synthesis of
gene constructs was done by DNA 2.0 and Genscript. gBlocks we pur-
chased from IDT. Plasmids were purified with PureYield Midiprep System
(Promega), followed by endotoxin removal (Norgen Biotek Corp), quantifi-
cation with NanoDrop ND-2000 and gel electrophores s, and sequencing
(Microsynth AG). Restriction enzymes (NEB) were used as per manufacturer
protocols. Ligation was performed with T4 DNA Ligase (NEB). Cloning steps
are described in SI Appendix and primer list is in SI Appendix, Table S19.
Maps of plasmids not published elsewhere are available on European Nu-
cleotide Archive, www.ebi.ac.uk/ena.
Cell Culture and Transfection. HEK293 ell line (Life Technologies, #11631–
017) was maintained at 37 °C, 5% CO2 in RPMI-1640 medium (Life Tech-
nologies), supplemented with 10% (vol/vol) FBS (Sigma-Aldrich) and
500 μg/mL Penicillin-streptomycin Solution (Tecomedical AG). HeLa cell
line (ATCC, #CCL-2) was maintained in DMEM/GlutaMAX medium (Life
Technologies) with the same supplements. Passaging of up to 20 times oc-
curred at 70–80% confluency roughly every 2–3 d. Twelve-well culture plates
(NUNC) were used in transfection experim nts. Wells were seeded with 1.4 × 105
cells per well 24 h pretransfection. For transfection, DNA was resuspended in
OPTI-MEM without serum (Life Technologies) in combination with Lipofect-
amine 2000 (Life Technologies) at a 1:2 ratio of DNA to lipofectamine. The cells
were incubated for 48 h before characterization.Fluorescence Microscopy. Fluorescent protein (FP) images, not including lo-
calization study, were taken with Nikon Eclipse Ti microscope using a
Hamamatsu ORCA-R2 camera. AmCyan FP was visualized with CFP HC-filter
set (HC 438/24, HC 483/32, BS 458) at 300-ms exposure, and DsRed with TRITC
HC-filter set (HC 543/22, HC 593/40, BS 562) at 200-ms exposure. Images were
uniformly processed with ImageJ software using lookup table (LUT) values
0–33,000 for DsRed and AmCyan channels, with the exception of Fig. 3 B and
C, where an LUT range of 3,000–6,000 was used for AmCyan to visualize
lower expression levels. To measure loca ization of HK::mCherry fusion
proteins, CellMask Deep Red Plasma Membrane stain (Life Technologies)
was used according to the manufacturer’s protocol at a 1:1,000 dilution and
incubated with cells for 20 min at 37 °C and 5% CO2 before changing the
medium. The cells were imaged using a Nikon Confocal A1R Microscope with
a Plan Apo VC 100× (oil) objective. The mCherry and the CellMask stain were
visualized by excitation at 561 nm and emission at 595 nm, and excitation at
641 nm and emission at 700 nm, respectively. Colocalization was analyzed
using Imaris software (33).
Flow Cytometry. Cell analysis was done with BD LSR Fortessa. Cells were
trypsinized with 0.5% Trypsin-EDTA (Life Technologies). DsRedwasmeasured
using 561-nm laser and 586/15 BP emission filter with a photomultiplier tube
(PMT) voltage of 270 or equivalent. AmCyan was measured with 445-nm
laser and 473/10 BP emission filter with PMT voltage of 253 or equivalent.
Due to hardware modific tions in the course of the project, PMT voltages
wer adjusted using calibration beads to keep numerical values comparable
across experiments.
Data Analysis. Flow cytometry data analysis was done with FlowJo software
(Tree Star). Quantification of AmCyan output in arbitrary expression units
(a.u.) is as follows: (i) Live cells gating using forward and side scatter. (ii)
Gating of cells positive for a particular FP and calculating freq(FP+), the
fraction of FP-positive cells among live cells, and mean(FP+), the mean ex-
press on of this FP among positively gated cells. (iii) Calculating AmCyan
level: AmCyan (a.u.) = [mean(AmCyan+)*freq(AmCyan+)]/[(mean(DsRed+)
*freq(DsRed+)], where DsRed is a transfection control.Results
TCS Is Partially Functional in Mammalian C lls. Transplanting pro-
karyotic TCS pathw ys to mammalian cell lines requires a num-
ber of adaptations (Fig. 1B). Three TCS pathways from E. coli
were selected, including EnvZ-OmpR, NarXL, and DcuSR.
Each gene coding for a TCS protein was codon-optimized for
expression in human cells and placed under the control of
a constitutive CMV immediate early promoter. The amino acid
sequence of each HK and RR was preserved, whereas the RR
sequences were augmented with three minimal VP16 trans-
activating domains at the C terminus (31). Nucl ar localization
signal (NLS) was not fus d to RRs as we reasoned that NLS
would preclude RR from interacting with nonnuclear HK. In
additio , a few prokaryotic RRs without NLS were shown to
transl cate to the nucleus in plants (34). The responsive promoter
driving a fluorescent reporter AmCyan was created by fusing
known DNA binding sites of different RRs in front of a minimal
promoter. For brevity, we also call these sites response elements
(REs). Specifically, pairs of consensus REs for OmpR (35) and
NarL (36) separated by a 10-bp spacer and a si gle DcuR re-
sponse element from the dctA gene (37) were cloned upstream of
the TATA box in the minimal promoter developed in our group
(SI Appendix, Table S1).First we inquired whether coexpression of the pathway genes
in cultured human cells would result in gene activation. We
transiently transfect d HEK293 cells with (i) none of the TCS
cassettes; (ii) HK or RR cassettes alone; and (iii) both HK and
RR. All three pathways elicited strong expressi n of the reporter
gene when both the HK and RR were present but not when
either component was missing (Fig. 2A). The induction with
DcuSR was weaker due to a single DNA binding site in th
promoter. The same trends were observed in HeLa cells (SI
Appendix, Fig. S1). We cloned DcuR-inducible promoters with
two DcuR sites and varying spacer length (SI Appendix, Table
S1) and found that the activati n in both HEK and HeLa in-
creased dramatically in both cases (SI Appendix, Fig. S2). We
further mutated the catalytic histidine in all three HKs and ob-
served loss of i duction to he background level (Fig. 2B), with
slightly elevated activity in EnvZ mutant likely due to experimental
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P
mammalian
cellshasnot,to
the
bestofourknowledge,been
shownyet.Here,wereportonsuchanadaptationandshow
that
the
internalcore
ofthe
pathwaysand
theirspecificinteractions
are
functionalin
mammalian
cells.W
e
have
used
the
trans-
plantedmodulestoimplementcomplexlogicalprogramsofgene
expression.In
addition,we
show
thatthe
pathway
genes
can
serve
asa
rich
source
oforthogonalbuilding
blocks
for
engi-
neeringgeneticcircuitsin
mammalian
cells.
M
ethods
Plasm
id
Construction.Plasm
id
design
w
asdone
w
ith
SnapGene
(GSL
Biotech
LLC).Escherichia
coliDH5α
com
petent
cells
w
ere
used
for
cloning.Trans-
form
ed
cellsw
ere
grow
n
in
LB
Broth
M
illerDifco
(BD)supplem
ented
w
ith
selective
antibiotics.PCR
w
as
done
w
ith
Phusion
High-Fidelity
DNA
poly-
m
erase
(NEB).
Prim
ers
w
ere
purchased
from
Sigm
a-Aldrich.
Synthesis
of
gene
constructs
w
as
done
by
DNA
2.0
and
Genscript.gBlocks
w
ere
pur-
chased
from
IDT.Plasm
ids
w
ere
purified
w
ith
PureYield
M
idiprep
System
(Prom
ega),follow
ed
by
endotoxin
rem
oval(Norgen
Biotek
Corp),quantifi-
cation
w
ith
NanoDrop
ND-2000
and
gelelectrophoresis,and
sequencing
(M
icrosynth
AG).Restriction
enzym
es(NEB)w
ere
used
asperm
anufacturer
protocols.Ligation
w
asperform
ed
w
ith
T4
DNA
Ligase
(NEB).Cloning
steps
are
described
in
SIAppendix
and
prim
er
list
is
in
SIAppendix,Table
S19.
M
aps
of
plasm
ids
notpublished
elsew
here
are
available
on
European
Nu-
cleotide
Archive,w
w
w
.ebi.ac.uk/ena.
CellCulture
and
Transfection.HEK293
cellline
(Life
Technologies,#11631–
017)w
as
m
aintained
at
37
°C,5%
CO
2
in
RPM
I-1640
m
edium
(Life
Tech-
nologies),
supplem
ented
w
ith
10%
(vol/vol)
FBS
(Sigm
a-Aldrich)
and
500
μg/m
L
Penicillin-streptom
ycin
Solution
(Tecom
edical
AG).
HeLa
cell
line
(ATCC,
#CCL-2)
w
as
m
aintained
in
DM
EM
/GlutaM
AX
m
edium
(Life
Technologies)w
ith
the
sam
e
supplem
ents.Passaging
ofup
to
20
tim
esoc-
curred
at70–80%
confluency
roughly
every
2–3
d.Tw
elve-w
ellculture
plates
(NUNC)w
ereused
in
transfection
experim
ents.W
ellsw
ereseeded
w
ith
1.4×
10
5
cellsperw
ell24
h
pretransfection.Fortransfection,DNA
w
asresuspended
in
OPTI-M
EM
w
ithoutserum
(Life
Technologies)in
com
bination
w
ith
Lipofect-
am
ine2000(LifeTechnologies)ata1:2ratio
ofDNA
to
lipofectam
ine.Thecells
w
ere
incubated
for48
h
before
characterization.
Fluorescence
M
icroscopy.Fluorescent
protein
(FP)im
ages,notincluding
lo-
calization
study,
w
ere
taken
w
ith
Nikon
Eclipse
Ti
m
icroscope
using
a
Ham
am
atsu
ORCA-R2
cam
era.Am
Cyan
FP
w
asvisualized
w
ith
CFP
HC-filter
set(HC
438/24,HC
483/32,BS458)at300-m
sexposure,and
DsRed
w
ith
TRITC
HC-filterset(HC
543/22,HC
593/40,BS562)at200-m
sexposure.Im
agesw
ere
uniform
ly
processed
w
ith
Im
ageJsoftw
are
using
lookup
table
(LUT)values
0–33,000
forDsRed
and
Am
Cyan
channels,w
ith
the
exception
ofFig.3
B
and
C,w
here
an
LUT
range
of
3,000–6,000
w
as
used
for
Am
Cyan
to
visualize
low
er
expression
levels.
To
m
easure
localization
of
HK::m
Cherry
fusion
proteins,CellM
ask
Deep
Red
Plasm
a
M
em
brane
stain
(Life
Technologies)
w
asused
according
to
the
m
anufacturer’sprotocolata
1:1,000
dilution
and
incubated
w
ith
cellsfor20
m
in
at37
°C
and
5%
CO
2 before
changing
the
m
edium
.The
cellsw
ere
im
aged
using
a
Nikon
ConfocalA1R
M
icroscope
w
ith
a
Plan
Apo
VC
100×
(oil)objective.The
m
Cherryand
the
CellM
ask
stain
w
ere
visualized
byexcitation
at561
nm
and
em
ission
at595
nm
,and
excitation
at
641
nm
and
em
ission
at700
nm
,respectively.Colocalization
w
asanalyzed
using
Im
arissoftw
are
(33).
Flow
Cytom
etry.Cellanalysis
w
as
done
w
ith
BD
LSR
Fortessa.Cells
w
ere
trypsinized
w
ith
0.5%
Trypsin-EDTA
(LifeTechnologies).DsRed
w
asm
easured
using
561-nm
laserand
586/15
BP
em
ission
filterw
ith
a
photom
ultipliertube
(PM
T)voltage
of
270
or
equivalent.Am
Cyan
w
as
m
easured
w
ith
445-nm
laserand
473/10
BP
em
ission
filterw
ith
PM
T
voltage
of253
orequivalent.
Due
to
hardw
are
m
odificationsin
the
course
ofthe
project,PM
T
voltages
w
ere
adjusted
using
calibration
beadsto
keep
num
ericalvaluescom
parable
acrossexperim
ents.
Data
Analysis.Flow
cytom
etry
data
analysisw
asdone
w
ith
Flow
Jo
softw
are
(Tree
Star).Quantification
of
Am
Cyan
output
in
arbitrary
expression
units
(a.u.)is
as
follow
s:(i)Live
cells
gating
using
forw
ard
and
side
scatter.(ii)
Gating
of
cells
positive
for
a
particular
FP
and
calculating
freq(FP
+),the
fraction
ofFP-positive
cellsam
ong
live
cells,and
m
ean(FP
+),the
m
ean
ex-
pression
of
this
FP
am
ong
positively
gated
cells.(iii)Calculating
Am
Cyan
level:Am
Cyan
(a.u.)=
[m
ean(Am
Cyan
+)*freq(Am
Cyan
+)]/[(m
ean(DsRed
+)
*freq(DsRed
+)],w
here
DsRed
isa
transfection
control.
Results
TCS
IsPartially
Functionalin
M
am
m
alian
Cells.Transplanting
pro-
karyoticTCS
pathwaysto
mammalian
celllinesrequiresanum-
berofadaptations(Fig.1B).Three
TCS
pathwaysfrom
E.coli
were
selected,
including
EnvZ-OmpR,
NarXL,
and
DcuSR.
Each
gene
coding
fora
TCS
protein
wascodon-optimized
for
expression
in
human
cells
and
placed
under
the
control
of
aconstitutive
CM
V
immediate
earlypromoter.The
amino
acid
sequence
ofeach
HK
and
RR
waspreserved,whereasthe
RR
sequences
were
augmented
with
three
minimal
VP16
trans-
activating
domainsatthe
C
terminus(31).Nuclearlocalization
signal(NLS)
wasnotfused
to
RRsaswe
reasoned
thatNLS
would
preclude
RR
from
interacting
with
nonnuclear
HK.In
addition,a
few
prokaryotic
RRs
withoutNLS
were
shown
to
translocatetothenucleusinplants(34).Theresponsivepromoter
driving
a
fluorescentreporter
AmCyan
was
created
by
fusing
known
DNA
bindingsitesofdifferentRRsin
frontofaminimal
promoter.Forbrevity,wealso
callthesesitesresponseelements
(REs).Specifically,pairsofconsensusREsforOmpR
(35)and
NarL
(36)separated
by
a
10-bp
spacerand
a
single
DcuR
re-
sponseelementfrom
thedctA
gene(37)wereclonedupstream
of
theTATA
boxin
theminimalpromoterdeveloped
in
ourgroup
(SIAppendix,TableS1).
Firstwe
inquired
whethercoexpression
ofthe
pathwaygenes
in
cultured
human
cells
would
result
in
gene
activation.W
e
transiently
transfected
HEK293
cellswith
(i)none
ofthe
TCS
cassettes;(ii)HK
orRR
cassettesalone;and
(iii)both
HK
and
RR.Allthreepathwayselicitedstrongexpressionofthereporter
gene
when
both
the
HK
and
RR
were
presentbutnotwhen
either
component
was
missing
(Fig.2A).The
induction
with
DcuSR
was
weaker
due
to
a
single
DNA
binding
site
in
the
promoter.The
same
trends
were
observed
in
HeLa
cells
(SI
Appendix,Fig.S1).W
e
cloned
DcuR-inducible
promoterswith
two
DcuR
sitesand
varying
spacerlength
(SIAppendix,Table
S1)
and
found
thatthe
activation
in
both
HEK
and
HeLa
in-
creased
dramatically
in
both
cases
(SI
Appendix,Fig.S2).W
e
furthermutated
the
catalytic
histidine
in
allthree
HKsand
ob-
served
lossofinduction
to
the
background
level(Fig.2B),with
slightlyelevatedactivityinEnvZ
mutantlikelyduetoexperimental
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RRhum
RR
HKhum
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H
P
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RR HK
Pconst
HD
Pmin
membrane
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Engineered promoter
DNAB sites
P
Protein X
Fig.
1.
Schem
atics
of
native
and
transplanted
tw
o-com
ponent
signaling
pathw
ays.(A)The
native
pathw
ay
consistsofa
receptorhistidine
kinase
pro-
tein,w
hich
sensesand
propagatesthe
signalto
a
cognate
response
regulator
that
regulates
gene
expression.(B)The
envisioned
adaptation
to
the
m
am
-
m
alian
host.Subscript
“hum
”
indicates
hum
an-optim
ized
codon
sequence.
DNAB,DNA
binding.P
const ,constitutive
m
am
m
alian
prom
oter.P,phosphate;
P
m
in ,m
inim
alm
am
m
alian
prom
oter;VP16,VP16
transactivatordom
ain.
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un!dominio!fosfotransferasa,!que!contiene!una!His!fosforilable.!Estos!dominios!
fosfotransferasa! se! han! denominado! HPt! (del! inglés! HistidineCcontaining(
Phosphotransfer)!y!pueden!encontrarse!de!forma!aislada!o!fusionados!a!la!HK!
híbrida.!Finalmente,!desde! la!His!del!HPt! la!cascada!de! fosforilación!continúa!
hasta! el! Asp! del! RR! fosfoaceptor! final! (Figura! 3)( (Goulian(M.,( 2010).! A! estas!
cascadas!de!fosforilación!que!involucran!más!de!un!paso!de!fosforilación!se!las!
ha!denominado!“phosphorelays”!y!representan!un!grupo!importante!de!TCSs,!
ya!que!alrededor!de!un!18!%!de! las!HKs!anotadas!en! las!bases!de!datos! son!
híbridas.!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
Figura!3.!Comparación!de!un!TCS!canónico!y!uno!no!canónico!o!complejo.!Comparación!entre!
(a)!un!TCS!canónico!y!(b)!un!TCS!no!canónico!con!HK!híbrida!y!HPt.!!
!
Por!otro!lado,!existen!otros!TCSs!menos!abundantes!que!presentan!variantes!a!
los! mecanismos! canónicos! de! transdución! de! la! señal! de! un! solo! paso! y! de!
sistemas!complejos.!Estas!variaciones!alteran!el!modo!en!que! las!HKs!y/o! los!
RRs!trasducen!la!señal,!diferenciándolos!del!mecanismo!canónico!descrito!con!
anterioridad.! Entre! las! variaciones,! nos! encotramos! con! HKs! y/o! RRs! que!
carecen!de!los!residuos!fosfoaceptores!His!o!Asp,!o!carecen!de!otros!residuos!
catalíticos! implicados! en! las! reacciones! de! fosforilación.! Este! es! el! caso! de!
algunos! grupos! de! RRs! que! no! son! activados! por! fosforilación,! denominados!
por! ello! RRs! PIARR,! del! inglés! PhosphorylationCIndependent( Activation( of(
Response(Regulator((Riuz(D.(et(al,(2008).(!En!otros!casos,!nos!encotramos!con!
TCSs!que!necesitan!de! la!participación!de!proteínas!accesorias,!denominadas!
conectores,!para!ejercer!correctamente!su!función.!En!el!presente!trabajo!de!
Tesis! hemos! denominado! a! estos! TCSs! que! se! alejan! del! modelo! canónico!
como!sistemas!atípicos.!!
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sensing domain of the HK regulates the kinase activity
and, in some bifuncitional HKs, the phosphatase activity
as well, to mediate the phosphorylation level of its
cognate RR. The phosphorylated RR functions as the
ultimate control element that modulates the activity of its
effector domain and elicits the particular response. The
sensing domain of HKs and th effector domain of RRs
show great diversity, which allows the utilization of the
same His–Asp phosphotransfer scheme in distinct
HK–RR pairs to couple diverse input stimuli, such as
nutrients, redox state, osmolarity and antibiotics, to an
equally diverse range of output responses, most fre-
quently through transcriptional regulation, but also by
mediation of protein–protein interactions and enzyme
activities.
Most sequenced bacterial genomes encode multiple
two-component proteins, with the number positively cor-
relating with the genome size (Galperin, 2005; Ulrich and
Zhulin, 2007). There are 30 HKs and 32 RRs in Escheri-
chia coli, and the total number of two-component proteins
exceeds 200 in Myxococcus xanthus and some cyano-
bacteria species. Both lineage-specific expansion and
horizontal gene transfer are thought to contribute to the
evolution of diverse two-component pathways that allow
bacteria to adapt to complex environments (Alm et al.,
2006). The presence of many paralogous HK/RR proteins
in the sam cell requires individual pathways to be insu-
lated from one another to ensure signal transmission fidel-
ity and avoid detrimental cross-talk despite their highly
similar sequences and structures. This is especially
demanding for the OmpR/PhoB subfamily of RRs; they
share not only similar structures for individual domains but
also a common active dimer state that is believed to be
conserved within the subfamily (Bachhawat et al., 2005;
Toro-Roman et al., 2005a,b).
Response regulators are classified into different sub-
families according to their effector domains. The OmpR/
PhoB subfamily of RRs is the largest subfamily,
characterized by a winged helix–turn–helix effector
domain for DNA binding. They account for ~30% of all
P
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Fig. 1. Two-component signal transduction and the OmpR/PhoB subfamily of response regulators.
A. Schematic outline of a typical two-component system. The pathway features transfer of a phosphoryl group (red) between the conserved
histidine kinase and receiver domains (HisK and REC, grey). Sensing of input stimuli by the HK modulates the kinase or phosphatase activity
and regulates the phosphorylation level of the RR. The phosphorylated RR elicits the output response through the effector domain.
B. Dimer structure of the PhoB receiver domain (PDB ID: 1ZES). The receiver domain has a conserved (ba)5 fold (teal blue) and OmpR/PhoB
subfamily RRs appear to share a conserved dimeric structure once phosphorylated. The non-covalent phosphoryl analogue beryllofluoride
(BeF3 - ) co-ordinates to the conserved aspartate residue (red), allosteric lly perturbing the a4-b5-a5 surface (green) and promoting
dimerization.
C. Sequence alignment of the a4-b5-a5 region of E. coli RRs. Full-length RR sequences are aligned by CLUSTALX (Thompson et al., 1997) and
only the a4-b5-a5 region is shown. Sequence numbering is for ArcA. RRs include all E. coli OmpR/PhoB subfamily members and some
representatives from other subfamilies. Among the highly conserved residues within the OmpR/PhoB subfamily are the highlighted residues
that are involved in intermolecular interactions: hydrophobic contacts (blue); charged residues for salt bridge formation (orange). The pairing of
charged residues is labelled by four pairs of letters a, b, c and d. A red highlight represents a pair of residues that are not conserved but could
still complement each other with rev r ed charges. All these highlighted residues are not w ll conserved in RRs from other families.
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ammalian cells has not, to the best of our knowledge, been
shown yet. Here, we report on such an adaptation and show that
the internal core of the pathways and their pecific interactions
are functional in mammalian cells. We have used the trans-
planted modules to impl m nt complex ogical progr ms of gen
expression. In addition, we show that the pathway genes can
serve as a rich source of orthogonal building blocks for engi-
neering genetic circui s in mammalian cells.
Methods
Plasmid Construction. Plasmid design was done with SnapGene (GSL Biotech
LLC). Escherichia coli DH5α competent cells were used for cloning. Trans-
formed cells w re grown in LB Broth Miller Difco (BD) supplemented with
selective antibiotics. PCR was done with Phusion High-Fid lity DNA poly-
mer s (NEB). Primers were purchased from Sigma-Aldrich. Synthesis of
gene constructs was done by DNA 2.0 and Genscript. gBlocks were pur-
chased from IDT. Plasmids were purified with PureYield Midiprep System
(Promega), followed by endotoxin removal (Norgen Biotek Corp), quantifi-
cation with NanoDrop ND-2000 and gel electrophoresis, and sequencing
(Microsynth AG). Restriction enzymes (NEB) were used as per manufacturer
protocols. Ligation was performed with T4 DNA Ligase (NEB). Cloning steps
are described in SI Appendix and primer list is in SI Appendix, Table S19.
Maps of plasmids not published elsewhere are available on European Nu-
cleotide Archive, www.ebi.ac.uk/ena.
Cell Culture and Transfection. HEK293 cell line (Life Technologies, #11631–
017) was maintained at 37 °C, 5% CO2 in RPMI-1640 medium (Life Tech-
nologies), supplemented with 10% (vol/vol) FBS (Sigma-Aldrich) and
500 μg/mL Penicillin-streptomycin Solution (Tecomedical AG). HeLa cell
line (ATCC, #CCL-2) was maintained in DMEM/GlutaMAX medium (Life
Tech logies) with the same suppleme ts. Passaging of p to 20 times oc-
curred t 70–80% co fluency roughly every 2–3 d. Twelv -w ll culture plates
(NUNC) were used in transfection experiments. Wells were seeded with 1.4 × 105
cells per well 24 h pretransfection. For transfection, DNA was resuspended in
OPTI-MEM without serum (Life Technologies) in combination with Lipofect-
amine 2000 (Life Technologies) at a 1:2 ratio of DNA to lipofectamine. The cells
were incubated for 48 h before characterization.
Fluorescence Microscopy. Fluorescent protein (FP) images, not including lo-
calization study, were taken with Nikon Eclipse Ti microscope using a
Hamamatsu ORCA-R2 camera. AmCyan FP was visualized with CFP HC-filter
set (HC 438/24, HC 483/32, BS 458) at 300-ms exposure, and DsRed with TRITC
HC-filter set (HC 543/22, HC 593/40, BS 562) at 200-ms exposure. Images were
uniformly processed with ImageJ software using lookup table (LUT) values
0–33,000 for DsRed and AmCyan channels, with the exception of Fig. 3 B and
C, where an LUT range of 3,000–6,000 was used for AmCyan to visualize
lower expression levels. To measure localization of HK::mCherry fusion
proteins, CellMask Deep Red Plasma Membrane stain (Life Technologies)
was used according to the manufacturer’s protocol at a 1:1,000 dilution and
incubated w th cells for 20 min at 37 °C and 5% CO2 before changing the
medium. The cells were imaged using a Nikon Confocal A1R Microscope with
a Plan Apo VC 100× (oil) objective. The mCherry and the CellMask stain we e
visualized by excitation at 561 nm and emission at 595 nm, and excitation at
641 nm and e ission at 700 nm, respectively. Colocalization was analyzed
using Imaris software (33).
Flow Cytometry. Cell analysis was done with BD LSR Fortessa. Cells were
trypsinized with 0.5% Trypsin-EDTA (Life Technologies). DsRedwasmeasured
using 561-nm laser and 586/15 BP emission filter with a photomultiplier tube
(PMT) voltage of 270 or equivalent. AmCyan was measured with 445-nm
laser and 473/10 BP emission filter with PMT voltage of 253 or equivalent.
Due to hardware modifications in the course of the project, PMT voltages
were adjusted using calibration beads to keep numerical values comparable
across experiments.
Data Analysis. Flow cytometry data analysis was done with FlowJo software
(Tree Star). Quantification of AmCyan output in arbitrary expression units
(a.u.) is as follows: (i) Live cells gating using forward and side scatter. (ii)
Gating of cells positive for a particular FP and calculating freq(FP+), the
fraction of FP-positive cells among live cells, and mean(FP+), the mean ex-
pression of this FP among positively gated cells. (iii) Calculating AmCyan
level: AmCyan (a.u.) = [mean(AmCyan+)*freq(AmCyan+)]/[(mean(DsRed+)
*freq(DsRed+)], where DsRed is a transfection control.
Results
TCS Is Partially Functional in Mammalian Cells. Transplanting pro-
karyotic TCS athways to mammalian cell lines requires a num-
ber of adaptations (Fig. 1B). Three TCS pathways from E. coli
were selected, including EnvZ-OmpR, NarXL, and DcuSR.
Each gene coding for a TCS protein was codon-optimized for
expression in human cells and placed under the control of
constitutive CMV immediate early promoter. The amino acid
sequence of each HK and RR was preserved, whereas the RR
sequences were augmented with three minimal VP16 trans-
activating domains at the C terminus (31). Nuclear localization
signal (NLS) was not fused to RRs as we reasoned that NLS
would preclude RR from interacting with nonnuclear HK. In
addition, a few prokaryotic RRs without NLS were shown to
translocate to the nucleus in plants (34). The responsive promoter
driving a fluorescent reporter AmCyan was created by fusing
known DNA binding sites of different RRs in front of a minimal
promoter. For brevity, we also call these sites response elements
(REs). Specifically, pairs of consensus REs for OmpR (35) and
NarL (36) separated by a 10-bp spacer and a single DcuR re-
sponse element from the dctA gene (37) were cloned upstream of
the TATA box in the minimal promoter developed in our group
(SI Appendix, Table S1).
First we inquired whether coexpression of the pathway genes
in cultured human cells would result in gene activation. We
transiently transfected HEK293 cells with (i) none of the TCS
cassettes; (ii) HK or RR cassettes alone; and (iii) both HK and
RR. All three pathways elicited strong expression of the reporter
g ne when both the HK and RR were present but not when
either c mponent was missing (Fig. 2A). The induction with
DcuSR was weaker due to a single DNA binding site in the
promoter. The same trends were observed in HeLa cells (SI
Appendix, Fig. S1). We cloned DcuR-inducible promoters with
two DcuR sites and varying spacer length (SI Appendix, Table
S1) and found that the activation in both HEK and HeLa in-
creased dramatically in both cases (SI Appendix, Fig. S2). We
further mutated the catalytic histidine in all three HKs and ob-
served loss of induction to the background level (Fig. 2B), with
slightly elevated activity in EnvZ mutant likely due to experimental
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Fig. 1. Schematics of native and transplanted two-component signaling
pathways. (A) The native pathway consists of a receptor histidine kinase pro-
tein, which senses and propagates the signal to a cognate response regulator
that regulates gene expression. (B) The envision d adaptation to the mam-
malian host. Subscript “hum” indicates human-optimized codon sequence.
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sensing domain f the HK regulat s th kinase activity
and, in some bifuncitional HKs, the phosphatase activity
as well, to mediate the phosphorylation level of its
cognate RR. The phosphorylated RR functions as the
ultimate control element that modulates the activity of its
effector domain and elicits the particular response. The
sensing domain of HKs and the effector domain of RRs
show great diversity, which allows the utilization of the
same His–Asp phosphotransfer scheme in distinct
HK–RR pairs to couple diverse input stimuli, such as
nutrients, redox state, osmolarity and antibiotics, to an
equally diverse range of output responses, most fre-
quently through transcriptional regulation, but also by
mediation of protein–protein interactions and enzyme
activities.
Most sequ nced bacterial genomes encode multiple
two-component proteins, with the number positively cor-
relating with th g ome size (Galperin, 2005; Ulrich and
Zhulin, 2007). There are 30 HKs and 32 RRs in Escheri-
chia coli, and the total number of two-component proteins
exceeds 200 in Myxococcus xanthus and some cyano-
bacteria species. Both lineage-specific expansion and
horizontal gene transfer are thought to contribute to the
evolution of diverse two-component pathways that allow
bacteria to adapt to complex environments (Alm et al.,
2006). The presence of many paralogous HK/RR proteins
in the same cell requires individual pathways to be insu-
lated from one another to ensure g al transmi sion fi el-
ity and avoid detrimental cross-talk despite their highly
similar sequences and structures. This is especially
demanding for the OmpR/PhoB subfamily of RRs; they
share not only similar structures for individual domains but
also a common active dimer state that is believed to be
co served within th subfamily (Bachhawat et al., 2005;
Tor -Roman t al., 2005a,b).
Response regulators are classified into different sub-
families according to their effector domains. The OmpR/
PhoB subfamily of RRs is the largest subfamily,
chara terized by a winged helix–turn–helix effector
domain for DNA binding. They account for ~30% of all
P
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Fig. 1. Two-component signal transduction and the OmpR/PhoB subfamily of response regulators.
A. Schematic outline of a typical two-component system. The pathway features transfer of a phosphoryl group (red) between the conserved
histidine kinase and receiver domains (HisK and REC, grey). Sensing of input stimuli by the HK modulates th kinase or phosphatase activity
and regulates the phosphorylation level of the RR. The phosphorylated RR elicits the output response through the effector domain.
B. Dimer structure of the PhoB receiver domain (PDB ID: 1ZES). The receiver domain has a conserved (ba)5 fold (teal blue) and OmpR/PhoB
subfamily RRs appear to sh re a conserved dimeric s ructure nce phosphorylated. The non-covale t phosphoryl analo ue beryllofluoride
(BeF3 - ) co-ordinates to the conserved aspartate residue (red), allosterically perturbing the a4-b5-a5 surface (green) and pro oting
dimerization.
C. Sequence alignment of the a4-b5-a5 region of E. coli RRs. Full-length RR sequences are aligned by CLUSTALX (Thompson et al., 1997) and
only the a4-b5-a5 r gion is s own. Sequence numb ring is for ArcA. RRs include all E. coli OmpR/PhoB subfamily members and s me
representatives from othe subfamilies. Among the highly conserved r sidues within the OmpR/PhoB subfamily are the highlighted residues
that are involved in intermolecular interactions: hydrophobic contacts (blue); charged residues for salt bridge formation (orange). The pairing of
charged residues is labelled by four pairs of le t rs a, b, c and d. A red highlight represents a pair of residues that are not conse ved but could
still complement each other with reversed charges. All these highlighted residues are not well c nserved in RRs fr m other families.
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ma malian cell has not, t the best of our kn wledge, been
shown yet. He e, we eport o such an adaptatio and show that
e internal core o the pathways and their specific in eractions
are functional in mammalian cells. We have used the trans-
pl nted modules to implement complex logical programs of gene
expr ssion. In addition, we show that the pathway genes can
serve as a rich sourc of orthogonal buildi g blocks for engi-
eri g gene ic circuits n m mmalian cel s.
Methods
Plasmid Cons ruction. Plasmid design was done with SnapGene (GSL Biotech
LLC). Escherichia coli DH5α competent cells were used for cloning. Trans-
formed cells we grown in LB Broth M ller Difco (BD) suppleme ted with
selective a tibiotics. PCR was done with Phusion High-Fidelity DNA poly-
merase (NEB). Primers were purchased from Sigma-Aldrich. Syn hesis of
gene constructs was done by DNA 2.0 and Genscript. gBl cks were pur-
chased from IDT. Plasmids were purified with PureYield Midiprep Syste
(Promega), followed by endotoxin removal (Norgen Biotek Corp), quantifi-
cation with NanoDrop ND-2000 and gel electrophoresis, and sequencing
(Microsynth AG). Restriction enzymes (NEB) were used as per manufacturer
protocols. Ligation was performed with T4 DNA Ligase (NEB). Cloning steps
are described in SI Appendix and primer list is in SI Appendix, Table S19.
Maps of plasmids not published elsewhere are available on European Nu-
cleotide Archive, www.ebi.ac.uk/ena.
Cell Culture and Transfection. HEK293 cell line (Life Technologies, #11631–
017) was maintained at 37 °C, 5% CO2 in RPMI-1640 medium (Life Tech-
nologies), supplemented with 10% (vol/vol) FBS (Sigma-Aldrich) and
500 μg/mL Penicillin-streptomycin Solution (Tecomedical AG). HeLa cell
line (ATCC, #CCL-2) was maintained in DMEM/GlutaMAX medium (Life
Technol gi s) with the same supplements. Passaging of up to 20 times oc-
curred at 70–8 % confluency roughly every 2–3 d. Twelve-well culture plates
(NUNC) were used in transfection experiments. Wells were seeded with 1.4 × 105
cells per well 24 h pretransfection. For transfection, DNA was resuspended in
OPTI-MEM without serum (Life Technologies) in combination with Lipofect-
amine 2000 (Life Technologies) at a 1:2 ratio of DNA to lipofectamine. The cells
were incubated for 48 h before characterization.
Fluorescence Microscopy. Fluorescent protein (FP) images, not including lo-
calization study, were taken with Nikon Eclipse Ti microscope using a
Hamamatsu ORCA-R2 camera. AmCyan FP was visualized with CFP HC-filter
set (HC 438/24, HC 483/32, BS 458) at 300-ms exposure, and DsRed with TRITC
HC-filter set (HC 543/22, HC 593/40, BS 562) at 200-ms exposure. Images were
uniformly processed with ImageJ software using lookup table (LUT) values
0–33,000 for DsRed and AmCyan channels, with the exception of Fig. 3 B and
C, where an LUT range of 3,000–6,000 was used for AmCyan to visualize
lower expression levels. To measure localization of HK::mCherry fusion
proteins, CellMask Deep Red Plasma Membrane stain (Life Technologies)
was used according to the manufacturer’s protocol at a 1:1,000 dilution and
incubated with cells for 20 min at 37 °C a d 5% CO2 before changing the
medium. The c lls were imaged using a Nikon Confocal A1R Microscope with
a Plan Apo VC 100× ( il) objective. The mCherry and the C llMask stain were
visualized by excitation at 561 nm and emission t 595 nm, and excit tion at
641 nm and emission at 700 nm, r spectively. Colocalization was an lyzed
using Imaris software (33).
Flow Cytometry. Cell analysis was done with BD LSR Fortessa. Cells were
trypsinized with 0.5% Trypsin-EDTA (Life Technologies). DsRedwasmeasured
using 561-nm laser nd 586/15 BP emission filter with a photomultiplier tube
(PMT) voltage of 270 or equivale t. AmCyan s measured with 445-nm
laser and 473/10 BP mission filter with MT voltage of 253 or equivalent.
Due to hardware modific tions in the course of the project, PMT voltages
were adjusted using calibration beads to keep numeric l values compar ble
across experiments.
Data Analysis. Flow cytometry data analysis was done with FlowJo software
(Tree Star). Quantification of AmCyan output in arbitrary expression units
(a.u.) is as follows: (i) Live cells gating using forward and side scatter. (ii)
Gating of cells positive for a particular FP and calculating freq(FP+), the
fraction of FP-positive cells among live cells, and mean(FP+), the mean ex-
pression of this FP among positively gated cells. (iii) Calculating AmCyan
level: AmCyan (a.u.) = [mean(AmCyan+)*freq(AmCyan+)]/[(mean(DsRed+)
*freq(DsRed+)], where DsRed is a transfection control.
R sul s
TCS Is Partially Functional in Mammalian Cells. Transplanting pro-
karyotic TCS pathways to mammalian cell lines requires a num-
ber of adaptations (Fig. 1B). Three TCS pathways from E. coli
were selected, including EnvZ-OmpR, NarXL, and DcuSR.
Each gene coding for a TCS protein was codon-optimized for
expression in human cells and placed under the control of
a co stitutive CMV immediate early promoter. The amino acid
sequence of each HK and RR was preserved, whereas the RR
sequences were augmented with three minimal VP16 trans-
activating domains at the C terminus (31). Nuclear localization
signal (NLS) was not fused to RRs as we reasoned that NLS
would preclude RR from interacting with nonnuclear HK. In
addition, a few prokaryotic RRs without NLS were shown to
translocate to the nucleus in plants (34). The responsive promoter
driving a fluoresc nt reporter AmCyan was created by fusing
known DNA binding sites of different RRs in front of a minimal
promoter. For brevity, we also call these sites response elements
(REs). Specifically, pairs of consensus REs for OmpR (35) and
NarL (36) separated by a 10-bp spacer and a single DcuR re-
sponse element from the dctA gene (37) were cloned upstream of
the TATA box in the minimal promoter developed in our group
(SI Appendix, Table S1).
First we inquired whether coexpression of the pathway genes
in cultured human cells would result in gene activation. We
transiently transfected HEK293 cells with (i) none of the TCS
cassettes; (ii) HK or R cassettes alone; and (iii) both HK and
RR. Al three pathwa s elicited strong expression of the reporter
gene when both the HK and RR were present but not when
either component w s missing (Fig. 2A). The induction with
DcuSR was weaker due to a single DNA binding site in the
promoter. The same trends were observed in HeLa cells (SI
Appendix, Fig. S1). We cloned DcuR-inducible promoters with
two DcuR sites and varying spacer length (SI Appendix, Table
S1) and found that the activation in both HEK and HeLa in-
creased dramatically in both cases (SI Appendix, Fig. S2). We
further mutated the catalytic histidine in all three HKs and ob-
served loss of induction to the background level (Fig. 2B), with
slightly elevated activity in EnvZ mutant likely due to experimental
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Fig. 1. Schematics of native and transplanted two-component signaling
pathways. (A) The native pathway consists of a receptor histidine kinase pro-
tein, which se s s and propagates the signal to cognate response regul or
that r gul tes g ne xpression. (B) The envisioned adaptatio to the mam-
malia host. Subscript “hum” indicates human-optimized codon sequence.
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a
n
e
s
t
a
in
(L
if
e
T
e
c
h
n
o
lo
g
ie
s
)
w
a
s
u
s
e
d
a
c
c
o
r
d
in
g
t
o
t
h
e
m
a
n
u
f
a
c
t
u
r
e
r
’
s
p
r
o
t
o
c
o
l
a
t
a
1
:1
,0
0
0
d
il
u
t
io
n
a
n
d
in
c
u
b
a
t
e
d
w
it
h
c
e
ll
s
f
o
r
2
0
m
in
a
t
3
7
°
C
a
n
d
5
%
C
O
2
b
e
f
o
r
e
c
h
a
n
g
in
g
t
h
e
m
e
d
iu
m
.
T
h
e
c
e
ll
s
w
e
r
e
im
a
g
e
d
u
s
in
g
a
N
ik
o
n
C
o
n
f
o
c
a
l
A
1
R
M
ic
r
o
s
c
o
p
e
w
it
h
a
P
la
n
A
p
o
V
C
1
0
0
×
(o
il
)
o
b
je
c
t
iv
e
.
T
h
e
m
C
h
e
r
r
y
a
n
d
t
h
e
C
e
ll
M
a
s
k
s
t
a
in
w
e
r
e
v
is
u
a
li
z
e
d
b
y
e
x
c
it
a
t
io
n
a
t
5
6
1
n
m
a
n
d
e
m
is
s
io
n
a
t
5
9
5
n
m
,
a
n
d
e
x
c
it
a
t
io
n
a
t
6
4
1
n
m
a
n
d
e
m
is
s
io
n
a
t
7
0
0
n
m
,
r
e
s
p
e
c
t
iv
e
ly
.
C
o
lo
c
a
li
z
a
t
io
n
w
a
s
a
n
a
ly
z
e
d
u
s
in
g
Im
a
r
is
s
o
f
t
w
a
r
e
(3
3
).
F
lo
w
C
y
t
o
m
e
t
r
y
.
C
e
ll
a
n
a
ly
s
is
w
a
s
d
o
n
e
w
it
h
B
D
L
S
R
F
o
r
t
e
s
s
a
.
C
e
ll
s
w
e
r
e
t
r
y
p
s
in
iz
e
d
w
it
h
0
.5
%
T
r
y
p
s
in
-E
D
T
A
(L
if
e
T
e
c
h
n
o
lo
g
ie
s
).
D
s
R
e
d
w
a
s
m
e
a
s
u
r
e
d
u
s
in
g
5
6
1
-n
m
la
s
e
r
a
n
d
5
8
6
/1
5
B
P
e
m
is
s
io
n
f
il
t
e
r
w
it
h
a
p
h
o
t
o
m
u
lt
ip
li
e
r
t
u
b
e
(P
M
T
)
v
o
lt
a
g
e
o
f
2
7
0
o
r
e
q
u
iv
a
le
n
t
.
A
m
C
y
a
n
w
a
s
m
e
a
s
u
r
e
d
w
it
h
4
4
5
-n
m
la
s
e
r
a
n
d
4
7
3
/1
0
B
P
e
m
is
s
io
n
f
il
t
e
r
w
it
h
P
M
T
v
o
lt
a
g
e
o
f
2
5
3
o
r
e
q
u
iv
a
le
n
t
.
D
u
e
t
o
h
a
r
d
w
a
r
e
m
o
d
if
ic
a
t
io
n
s
in
t
h
e
c
o
u
r
s
e
o
f
t
h
e
p
r
o
je
c
t
,
P
M
T
v
o
lt
a
g
e
s
w
e
r
e
a
d
ju
s
t
e
d
u
s
in
g
c
a
li
b
r
a
t
io
n
b
e
a
d
s
t
o
k
e
e
p
n
u
m
e
r
ic
a
l
v
a
lu
e
s
c
o
m
p
a
r
a
b
le
a
c
r
o
s
s
e
x
p
e
r
im
e
n
t
s
.
D
a
t
a
A
n
a
ly
s
is
.
F
lo
w
c
y
t
o
m
e
t
r
y
d
a
t
a
a
n
a
ly
s
is
w
a
s
d
o
n
e
w
it
h
F
lo
w
J
o
s
o
f
t
w
a
r
e
(T
r
e
e
S
t
a
r
).
Q
u
a
n
t
if
ic
a
t
io
n
o
f
A
m
C
y
a
n
o
u
t
p
u
t
in
a
r
b
it
r
a
r
y
e
x
p
r
e
s
s
io
n
u
n
it
s
(a
.u
.)
is
a
s
f
o
ll
o
w
s
:
(i
)
L
iv
e
c
e
ll
s
g
a
t
in
g
u
s
in
g
f
o
r
w
a
r
d
a
n
d
s
id
e
s
c
a
t
t
e
r
.
(i
i
)
G
a
t
in
g
o
f
c
e
ll
s
p
o
s
it
iv
e
f
o
r
a
p
a
r
t
ic
u
la
r
F
P
a
n
d
c
a
lc
u
la
t
in
g
f
r
e
q
(F
P
+
),
t
h
e
f
r
a
c
t
io
n
o
f
F
P
-p
o
s
it
iv
e
c
e
ll
s
a
m
o
n
g
li
v
e
c
e
ll
s
,
a
n
d
m
e
a
n
(F
P
+
),
t
h
e
m
e
a
n
e
x
-
p
r
e
s
s
io
n
o
f
t
h
is
F
P
a
m
o
n
g
p
o
s
it
iv
e
ly
g
a
t
e
d
c
e
ll
s
.
(i
ii
)
C
a
lc
u
la
t
in
g
A
m
C
y
a
n
le
v
e
l:
A
m
C
y
a
n
(a
.u
.)
=
[
m
e
a
n
(A
m
C
y
a
n
+
)*
f
r
e
q
(A
m
C
y
a
n
+
)]
/[
(
m
e
a
n
(D
s
R
e
d
+
)
*
f
r
e
q
(D
s
R
e
d
+
)]
,
w
h
e
r
e
D
s
R
e
d
is
a
t
r
a
n
s
f
e
c
t
io
n
c
o
n
t
r
o
l.
R
e
s
u
lt
s
T
C
S
Is
P
a
r
t
ia
ll
y
F
u
n
c
t
io
n
a
l
in
M
a
m
m
a
li
a
n
C
e
ll
s
.
T
r
a
n
s
p
la
n
ti
n
g
p
r
o
-
k
a
r
y
o
ti
c
T
C
S
p
a
th
w
a
y
s
to
m
a
m
m
a
li
a
n
c
e
ll
li
n
e
s
r
e
q
u
ir
e
s
a
n
u
m
-
b
e
r
o
f
a
d
a
p
ta
ti
o
n
s
(
F
ig
.
1
B
)
.
T
h
r
e
e
T
C
S
p
a
th
w
a
y
s
fr
o
m
E
.
c
o
li
w
e
r
e
s
e
le
c
te
d
,
in
c
lu
d
in
g
E
n
v
Z
-O
m
p
R
,
N
a
r
X
L
,
a
n
d
D
c
u
S
R
.
E
a
c
h
g
e
n
e
c
o
d
in
g
fo
r
a
T
C
S
p
r
o
te
in
w
a
s
c
o
d
o
n
-o
p
ti
m
iz
e
d
fo
r
e
x
p
r
e
s
s
io
n
in
h
u
m
a
n
c
e
ll
s
a
n
d
p
la
c
e
d
u
n
d
e
r
th
e
c
o
n
tr
o
l
o
f
a
c
o
n
s
ti
tu
ti
v
e
C
M
V
im
m
e
d
ia
te
e
a
r
ly
p
r
o
m
o
te
r
.
T
h
e
a
m
in
o
a
c
id
s
e
q
u
e
n
c
e
o
f
e
a
c
h
H
K
a
n
d
R
R
w
a
s
p
r
e
s
e
r
v
e
d
,
w
h
e
r
e
a
s
th
e
R
R
s
e
q
u
e
n
c
e
s
w
e
r
e
a
u
g
m
e
n
te
d
w
it
h
th
r
e
e
m
in
im
a
l
V
P
1
6
tr
a
n
s
-
a
c
ti
v
a
ti
n
g
d
o
m
a
in
s
a
t
th
e
C
te
r
m
in
u
s
(
3
1
)
.
N
u
c
le
a
r
lo
c
a
li
z
a
ti
o
n
s
ig
n
a
l
(
N
L
S
)
w
a
s
n
o
t
fu
s
e
d
to
R
R
s
a
s
w
e
r
e
a
s
o
n
e
d
th
a
t
N
L
S
w
o
u
ld
p
r
e
c
lu
d
e
R
R
fr
o
m
in
te
ra
c
ti
n
g
w
it
h
n
o
n
n
u
c
le
a
r
H
K
.
I
n
a
d
d
it
io
n
,
a
fe
w
p
r
o
k
a
r
y
o
ti
c
R
R
s
w
it
h
o
u
t
N
L
S
w
e
re
s
h
o
w
n
to
tr
a
n
sl
o
c
a
te
to
th
e
n
u
c
le
u
s
in
p
la
n
ts
(
3
4
)
.
T
h
e
r
e
sp
o
n
s
iv
e
p
r
o
m
o
te
r
d
r
iv
in
g
a
fl
u
o
r
e
s
c
e
n
t
r
e
p
o
rt
e
r
A
m
C
y
a
n
w
a
s
c
re
a
te
d
b
y
fu
si
n
g
k
n
o
w
n
D
N
A
b
in
d
in
g
s
it
e
s
o
f
d
if
fe
r
e
n
t
R
R
s
in
fr
o
n
t
o
f
a
m
in
im
a
l
p
r
o
m
o
te
r.
F
o
r
b
r
e
v
it
y
,
w
e
a
ls
o
c
a
ll
th
e
s
e
s
it
e
s
r
e
sp
o
n
s
e
e
le
m
e
n
ts
(
R
E
s
)
.
S
p
e
c
if
ic
a
ll
y
,
p
a
ir
s
o
f
c
o
n
s
e
n
s
u
s
R
E
s
fo
r
O
m
p
R
(
3
5
)
a
n
d
N
a
rL
(
3
6
)
s
e
p
a
r
a
te
d
b
y
a
1
0
-b
p
s
p
a
c
e
r
a
n
d
a
s
in
g
le
D
c
u
R
r
e
-
s
p
o
n
s
e
e
le
m
e
n
t
fr
o
m
th
e
d
c
tA
g
e
n
e
(
3
7
)
w
e
re
c
lo
n
e
d
u
p
s
tr
e
a
m
o
f
th
e
T
A
T
A
b
o
x
in
th
e
m
in
im
a
l
p
r
o
m
o
te
r
d
e
v
e
lo
p
e
d
in
o
u
r
g
r
o
u
p
(S
I
A
p
p
e
n
d
ix
,
T
a
b
le
S
1
)
.
F
ir
s
t
w
e
in
q
u
ir
e
d
w
h
e
th
e
r
c
o
e
x
p
r
e
s
s
io
n
o
f
th
e
p
a
th
w
a
y
g
e
n
e
s
in
c
u
lt
u
r
e
d
h
u
m
a
n
c
e
ll
s
w
o
u
ld
r
e
s
u
lt
in
g
e
n
e
a
c
ti
v
a
ti
o
n
.
W
e
tr
a
n
s
ie
n
tl
y
tr
a
n
s
fe
c
te
d
H
E
K
2
9
3
c
e
ll
s
w
it
h
(
i)
n
o
n
e
o
f
th
e
T
C
S
c
a
s
s
e
tt
e
s
;
(
ii
)
H
K
o
r
R
R
c
a
s
s
e
tt
e
s
a
lo
n
e
;
a
n
d
(
ii
i)
b
o
th
H
K
a
n
d
R
R
.
A
ll
th
r
e
e
p
a
th
w
a
y
s
e
li
c
it
e
d
s
tr
o
n
g
e
x
p
r
e
s
s
io
n
o
f
th
e
r
e
p
o
r
te
r
g
e
n
e
w
h
e
n
b
o
th
th
e
H
K
a
n
d
R
R
w
e
r
e
p
r
e
s
e
n
t
b
u
t
n
o
t
w
h
e
n
e
it
h
e
r
c
o
m
p
o
n
e
n
t
w
a
s
m
is
s
in
g
(
F
ig
.
2
A
)
.
T
h
e
in
d
u
c
ti
o
n
w
it
h
D
c
u
S
R
w
a
s
w
e
a
k
e
r
d
u
e
to
a
s
in
g
le
D
N
A
b
in
d
in
g
s
it
e
in
th
e
p
r
o
m
o
te
r
.
T
h
e
s
a
m
e
tr
e
n
d
s
w
e
r
e
o
b
s
e
r
v
e
d
in
H
e
L
a
c
e
ll
s
(
S
I
A
p
p
e
n
d
ix
,
F
ig
.
S
1
)
.
W
e
c
lo
n
e
d
D
c
u
R
-i
n
d
u
c
ib
le
p
r
o
m
o
te
r
s
w
it
h
tw
o
D
c
u
R
s
it
e
s
a
n
d
v
a
r
y
in
g
s
p
a
c
e
r
le
n
g
th
(
S
I
A
p
p
e
n
d
ix
,
T
a
b
le
S
1
)
a
n
d
fo
u
n
d
th
a
t
th
e
a
c
ti
v
a
ti
o
n
in
b
o
th
H
E
K
a
n
d
H
e
L
a
in
-
c
re
a
se
d
d
ra
m
a
ti
c
a
ll
y
in
b
o
th
c
a
se
s
(S
I
A
p
p
e
n
d
ix
,
F
ig
.
S
2
).
W
e
fu
r
th
e
r
m
u
ta
te
d
th
e
c
a
ta
ly
ti
c
h
is
ti
d
in
e
in
a
ll
th
r
e
e
H
K
s
a
n
d
o
b
-
se
r
v
e
d
lo
ss
o
f
in
d
u
c
ti
o
n
to
th
e
b
a
c
k
g
ro
u
n
d
le
v
e
l
(F
ig
.
2
B
),
w
it
h
sl
ig
h
tl
y
e
le
v
a
te
d
a
c
ti
v
it
y
in
E
n
v
Z
m
u
ta
n
t
li
k
e
ly
d
u
e
to
e
x
p
e
ri
m
e
n
ta
l
P
ro
te
in
 X
D
N
A
B
 s
it
e
s
g
e
n
e
 x
P
c
o
n
s
t
g
e
n
e
 x
R
R
h
u
m
R
R
H
K
h
u
m
H
K
H
P
D
VP
16
m
e
m
b
ra
n
e
L
ig
a
n
d
R
R
H
K
P
c
o
n
s
t
H D
P
m
in
m
e
m
b
ra
n
e
L
ig
a
n
d
A
B
E
n
g
in
e
e
re
d
 p
ro
m
o
te
r
D
N
A
B
 s
it
e
s
P
P
ro
te
in
 X
F
ig
.
1
.
S
c
h
e
m
a
t
ic
s
o
f
n
a
t
iv
e
a
n
d
t
r
a
n
s
p
la
n
t
e
d
t
w
o
-c
o
m
p
o
n
e
n
t
s
ig
n
a
li
n
g
p
a
t
h
w
a
y
s
.
(A
)
T
h
e
n
a
t
iv
e
p
a
t
h
w
a
y
c
o
n
s
is
t
s
o
f
a
r
e
c
e
p
t
o
r
h
is
t
id
in
e
k
in
a
s
e
p
r
o
-
t
e
in
,
w
h
ic
h
s
e
n
s
e
s
a
n
d
p
r
o
p
a
g
a
t
e
s
t
h
e
s
ig
n
a
l
t
o
a
c
o
g
n
a
t
e
r
e
s
p
o
n
s
e
r
e
g
u
la
t
o
r
t
h
a
t
r
e
g
u
la
t
e
s
g
e
n
e
e
x
p
r
e
s
s
io
n
.
(B
)
T
h
e
e
n
v
is
io
n
e
d
a
d
a
p
t
a
t
io
n
t
o
t
h
e
m
a
m
-
m
a
li
a
n
h
o
s
t
.
S
u
b
s
c
r
ip
t
“
h
u
m
”
in
d
ic
a
t
e
s
h
u
m
a
n
-o
p
t
im
iz
e
d
c
o
d
o
n
s
e
q
u
e
n
c
e
.
D
N
A
B
,
D
N
A
b
in
d
in
g
.
P
c
o
n
s
t
,
c
o
n
s
t
it
u
t
iv
e
m
a
m
m
a
li
a
n
p
r
o
m
o
t
e
r
.
P
,
p
h
o
s
p
h
a
t
e
;
P
m
in
,
m
in
im
a
l
m
a
m
m
a
li
a
n
p
r
o
m
o
t
e
r
;
V
P
1
6
,
V
P
1
6
t
r
a
n
s
a
c
t
iv
a
t
o
r
d
o
m
a
in
.
1
5
7
0
6
|
w
w
w
.p
n
a
s
.o
r
g
/c
g
i/
d
o
i/
1
0
.1
0
7
3
/p
n
a
s
.1
4
0
6
4
8
2
1
1
1
H
a
n
s
e
n
e
t
a
l.
m
a
m
m
a
li
a
n
c
e
ll
s
h
a
s
n
o
t,
to
th
e
b
e
s
t
o
f
o
u
r
k
n
o
w
le
d
g
e
,
b
e
e
n
s
h
o
w
n
y
e
t.
H
e
r
e
,
w
e
r
e
p
o
r
t
o
n
s
u
c
h
a
n
a
d
a
p
ta
ti
o
n
a
n
d
s
h
o
w
th
a
t
th
e
in
te
r
n
a
l
c
o
r
e
o
f
th
e
p
a
th
w
a
y
s
a
n
d
th
e
ir
s
p
e
c
if
ic
in
te
r
a
c
ti
o
n
s
a
r
e
fu
n
c
ti
o
n
a
l
in
m
a
m
m
a
li
a
n
c
e
ll
s
.
W
e
h
a
v
e
u
s
e
d
th
e
tr
a
n
s
-
p
la
n
te
d
m
o
d
u
le
s
to
im
p
le
m
e
n
t
c
o
m
p
le
x
lo
g
ic
a
l
p
r
o
g
r
a
m
s
o
f
g
e
n
e
e
x
p
r
e
s
s
io
n
.
I
n
a
d
d
it
io
n
,
w
e
s
h
o
w
th
a
t
th
e
p
a
th
w
a
y
g
e
n
e
s
c
a
n
s
e
r
v
e
a
s
a
r
ic
h
s
o
u
r
c
e
o
f
o
r
th
o
g
o
n
a
l
b
u
il
d
in
g
b
lo
c
k
s
fo
r
e
n
g
i-
n
e
e
r
in
g
g
e
n
e
ti
c
c
ir
c
u
it
s
in
m
a
m
m
a
li
a
n
c
e
ll
s
.
M
e
t
h
o
d
s
P
la
s
m
id
C
o
n
s
t
r
u
c
t
io
n
.
P
la
s
m
id
d
e
s
ig
n
w
a
s
d
o
n
e
w
it
h
S
n
a
p
G
e
n
e
(G
S
L
B
io
t
e
c
h
L
L
C
).
E
s
c
h
e
r
ic
h
ia
c
o
li
D
H
5
α
c
o
m
p
e
t
e
n
t
c
e
ll
s
w
e
r
e
u
s
e
d
f
o
r
c
lo
n
in
g
.
T
r
a
n
s
-
f
o
r
m
e
d
c
e
ll
s
w
e
r
e
g
r
o
w
n
in
L
B
B
r
o
t
h
M
il
le
r
D
if
c
o
(B
D
)
s
u
p
p
le
m
e
n
t
e
d
w
it
h
s
e
le
c
t
iv
e
a
n
t
ib
io
t
ic
s
.
P
C
R
w
a
s
d
o
n
e
w
it
h
P
h
u
s
io
n
H
ig
h
-F
id
e
li
t
y
D
N
A
p
o
ly
-
m
e
r
a
s
e
(N
E
B
).
P
r
im
e
r
s
w
e
r
e
p
u
r
c
h
a
s
e
d
f
r
o
m
S
ig
m
a
-A
ld
r
ic
h
.
S
y
n
t
h
e
s
is
o
f
g
e
n
e
c
o
n
s
t
r
u
c
t
s
w
a
s
d
o
n
e
b
y
D
N
A
2
.0
a
n
d
G
e
n
s
c
r
ip
t
.
g
B
lo
c
k
s
w
e
r
e
p
u
r
-
c
h
a
s
e
d
f
r
o
m
ID
T
.
P
la
s
m
id
s
w
e
r
e
p
u
r
if
ie
d
w
it
h
P
u
r
e
Y
ie
ld
M
id
ip
r
e
p
S
y
s
t
e
m
(P
r
o
m
e
g
a
),
f
o
ll
o
w
e
d
b
y
e
n
d
o
t
o
x
in
r
e
m
o
v
a
l
(N
o
r
g
e
n
B
io
t
e
k
C
o
r
p
),
q
u
a
n
t
if
i-
c
a
t
io
n
w
it
h
N
a
n
o
D
r
o
p
N
D
-2
0
0
0
a
n
d
g
e
l
e
le
c
t
r
o
p
h
o
r
e
s
is
,
a
n
d
s
e
q
u
e
n
c
in
g
(M
ic
r
o
s
y
n
t
h
A
G
).
R
e
s
t
r
ic
t
io
n
e
n
z
y
m
e
s
(N
E
B
)
w
e
r
e
u
s
e
d
a
s
p
e
r
m
a
n
u
f
a
c
t
u
r
e
r
p
r
o
t
o
c
o
ls
.
L
ig
a
t
io
n
w
a
s
p
e
r
f
o
r
m
e
d
w
it
h
T
4
D
N
A
L
ig
a
s
e
(N
E
B
).
C
lo
n
in
g
s
t
e
p
s
a
r
e
d
e
s
c
r
ib
e
d
in
S
I
A
p
p
e
n
d
ix
a
n
d
p
r
im
e
r
li
s
t
is
in
S
I
A
p
p
e
n
d
ix
,
T
a
b
le
S
1
9
.
M
a
p
s
o
f
p
la
s
m
id
s
n
o
t
p
u
b
li
s
h
e
d
e
ls
e
w
h
e
r
e
a
r
e
a
v
a
il
a
b
le
o
n
E
u
r
o
p
e
a
n
N
u
-
c
le
o
t
id
e
A
r
c
h
iv
e
,
w
w
w
.e
b
i.
a
c
.u
k
/e
n
a
.
C
e
ll
C
u
lt
u
r
e
a
n
d
T
r
a
n
s
f
e
c
t
io
n
.
H
E
K
2
9
3
c
e
ll
li
n
e
(L
if
e
T
e
c
h
n
o
lo
g
ie
s
,
#
1
1
6
3
1
–
0
1
7
)
w
a
s
m
a
in
t
a
in
e
d
a
t
3
7
°
C
,
5
%
C
O
2
in
R
P
M
I-
1
6
4
0
m
e
d
iu
m
(L
if
e
T
e
c
h
-
n
o
lo
g
ie
s
),
s
u
p
p
le
m
e
n
t
e
d
w
it
h
1
0
%
(v
o
l/
v
o
l)
F
B
S
(S
ig
m
a
-A
ld
r
ic
h
)
a
n
d
5
0
0
μ
g
/m
L
P
e
n
ic
il
li
n
-s
t
r
e
p
t
o
m
y
c
in
S
o
lu
t
io
n
(T
e
c
o
m
e
d
ic
a
l
A
G
).
H
e
L
a
c
e
ll
li
n
e
(A
T
C
C
,
#
C
C
L
-2
)
w
a
s
m
a
in
t
a
in
e
d
in
D
M
E
M
/G
lu
t
a
M
A
X
m
e
d
iu
m
(L
if
e
T
e
c
h
n
o
lo
g
ie
s
)
w
it
h
t
h
e
s
a
m
e
s
u
p
p
le
m
e
n
t
s
.
P
a
s
s
a
g
in
g
o
f
u
p
t
o
2
0
t
im
e
s
o
c
-
c
u
r
r
e
d
a
t
7
0
–
8
0
%
c
o
n
f
lu
e
n
c
y
r
o
u
g
h
ly
e
v
e
r
y
2
–
3
d
.
T
w
e
lv
e
-w
e
ll
c
u
lt
u
r
e
p
la
t
e
s
(N
U
N
C
)
w
e
r
e
u
s
e
d
in
t
r
a
n
s
f
e
c
t
io
n
e
x
p
e
r
im
e
n
t
s
.
W
e
ll
s
w
e
r
e
s
e
e
d
e
d
w
it
h
1
.4
×
1
0
5
c
e
ll
s
p
e
r
w
e
ll
2
4
h
p
r
e
t
r
a
n
s
f
e
c
t
io
n
.
F
o
r
t
r
a
n
s
f
e
c
t
io
n
,
D
N
A
w
a
s
r
e
s
u
s
p
e
n
d
e
d
in
O
P
T
I-
M
E
M
w
it
h
o
u
t
s
e
r
u
m
(L
if
e
T
e
c
h
n
o
lo
g
ie
s
)
in
c
o
m
b
in
a
t
io
n
w
it
h
L
ip
o
f
e
c
t
-
a
m
in
e
2
0
0
0
(L
if
e
T
e
c
h
n
o
lo
g
ie
s
)
a
t
a
1
:2
r
a
t
io
o
f
D
N
A
t
o
li
p
o
f
e
c
t
a
m
in
e
.
T
h
e
c
e
ll
s
w
e
r
e
in
c
u
b
a
t
e
d
f
o
r
4
8
h
b
e
f
o
r
e
c
h
a
r
a
c
t
e
r
iz
a
t
io
n
.
F
lu
o
r
e
s
c
e
n
c
e
M
ic
r
o
s
c
o
p
y
.
F
lu
o
r
e
s
c
e
n
t
p
r
o
t
e
in
(F
P
)
im
a
g
e
s
,
n
o
t
in
c
lu
d
in
g
lo
-
c
a
li
z
a
t
io
n
s
t
u
d
y
,
w
e
r
e
t
a
k
e
n
w
it
h
N
ik
o
n
E
c
li
p
s
e
T
i
m
ic
r
o
s
c
o
p
e
u
s
in
g
a
H
a
m
a
m
a
t
s
u
O
R
C
A
-R
2
c
a
m
e
r
a
.
A
m
C
y
a
n
F
P
w
a
s
v
is
u
a
li
z
e
d
w
it
h
C
F
P
H
C
-f
il
t
e
r
s
e
t
(H
C
4
3
8
/2
4
,
H
C
4
8
3
/3
2
,
B
S
4
5
8
)
a
t
3
0
0
-m
s
e
x
p
o
s
u
r
e
,
a
n
d
D
s
R
e
d
w
it
h
T
R
IT
C
H
C
-f
il
t
e
r
s
e
t
(H
C
5
4
3
/2
2
,
H
C
5
9
3
/4
0
,
B
S
5
6
2
)
a
t
2
0
0
-m
s
e
x
p
o
s
u
r
e
.
Im
a
g
e
s
w
e
r
e
u
n
if
o
r
m
ly
p
r
o
c
e
s
s
e
d
w
it
h
Im
a
g
e
J
s
o
f
t
w
a
r
e
u
s
in
g
lo
o
k
u
p
t
a
b
le
(L
U
T
)
v
a
lu
e
s
0
–
3
3
,0
0
0
f
o
r
D
s
R
e
d
a
n
d
A
m
C
y
a
n
c
h
a
n
n
e
ls
,
w
it
h
t
h
e
e
x
c
e
p
t
io
n
o
f
F
ig
.
3
B
a
n
d
C
,
w
h
e
r
e
a
n
L
U
T
r
a
n
g
e
o
f
3
,0
0
0
–
6
,0
0
0
w
a
s
u
s
e
d
f
o
r
A
m
C
y
a
n
t
o
v
is
u
a
li
z
e
lo
w
e
r
e
x
p
r
e
s
s
io
n
le
v
e
ls
.
T
o
m
e
a
s
u
r
e
lo
c
a
li
z
a
t
io
n
o
f
H
K
::
m
C
h
e
r
r
y
f
u
s
io
n
p
r
o
t
e
in
s
,
C
e
ll
M
a
s
k
D
e
e
p
R
e
d
P
la
s
m
a
M
e
m
b
r
a
n
e
s
t
a
in
(L
if
e
T
e
c
h
n
o
lo
g
ie
s
)
w
a
s
u
s
e
d
a
c
c
o
r
d
in
g
t
o
t
h
e
m
a
n
u
f
a
c
t
u
r
e
r
’
s
p
r
o
t
o
c
o
l
a
t
a
1
:1
,0
0
0
d
il
u
t
io
n
a
n
d
in
c
u
b
a
t
e
d
w
it
h
c
e
ll
s
f
o
r
2
0
m
in
a
t
3
7
°
C
a
n
d
5
%
C
O
2
b
e
f
o
r
e
c
h
a
n
g
in
g
t
h
e
m
e
d
iu
m
.
T
h
e
c
e
ll
s
w
e
r
e
im
a
g
e
d
u
s
in
g
a
N
ik
o
n
C
o
n
f
o
c
a
l
A
1
R
M
ic
r
o
s
c
o
p
e
w
it
h
a
P
la
n
A
p
o
V
C
1
0
0
×
(o
il
)
o
b
je
c
t
iv
e
.
T
h
e
m
C
h
e
r
r
y
a
n
d
t
h
e
C
e
ll
M
a
s
k
s
t
a
in
w
e
r
e
v
is
u
a
li
z
e
d
b
y
e
x
c
it
a
t
io
n
a
t
5
6
1
n
m
a
n
d
e
m
is
s
io
n
a
t
5
9
5
n
m
,
a
n
d
e
x
c
it
a
t
io
n
a
t
6
4
1
n
m
a
n
d
e
m
is
s
io
n
a
t
7
0
0
n
m
,
r
e
s
p
e
c
t
iv
e
ly
.
C
o
lo
c
a
li
z
a
t
io
n
w
a
s
a
n
a
ly
z
e
d
u
s
in
g
Im
a
r
is
s
o
f
t
w
a
r
e
(3
3
).
F
lo
w
C
y
t
o
m
e
t
r
y
.
C
e
ll
a
n
a
ly
s
is
w
a
s
d
o
n
e
w
it
h
B
D
L
S
R
F
o
r
t
e
s
s
a
.
C
e
ll
s
w
e
r
e
t
r
y
p
s
in
iz
e
d
w
it
h
0
.5
%
T
r
y
p
s
in
-E
D
T
A
(L
if
e
T
e
c
h
n
o
lo
g
ie
s
).
D
s
R
e
d
w
a
s
m
e
a
s
u
r
e
d
u
s
in
g
5
6
1
-n
m
la
s
e
r
a
n
d
5
8
6
/1
5
B
P
e
m
is
s
io
n
f
il
t
e
r
w
it
h
a
p
h
o
t
o
m
u
lt
ip
li
e
r
t
u
b
e
(P
M
T
)
v
o
lt
a
g
e
o
f
2
7
0
o
r
e
q
u
iv
a
le
n
t
.
A
m
C
y
a
n
w
a
s
m
e
a
s
u
r
e
d
w
it
h
4
4
5
-n
m
la
s
e
r
a
n
d
4
7
3
/1
0
B
P
e
m
is
s
io
n
f
il
t
e
r
w
it
h
P
M
T
v
o
lt
a
g
e
o
f
2
5
3
o
r
e
q
u
iv
a
le
n
t
.
D
u
e
t
o
h
a
r
d
w
a
r
e
m
o
d
if
ic
a
t
io
n
s
in
t
h
e
c
o
u
r
s
e
o
f
t
h
e
p
r
o
je
c
t
,
P
M
T
v
o
lt
a
g
e
s
w
e
r
e
a
d
ju
s
t
e
d
u
s
in
g
c
a
li
b
r
a
t
io
n
b
e
a
d
s
t
o
k
e
e
p
n
u
m
e
r
ic
a
l
v
a
lu
e
s
c
o
m
p
a
r
a
b
le
a
c
r
o
s
s
e
x
p
e
r
im
e
n
t
s
.
D
a
t
a
A
n
a
ly
s
is
.
F
lo
w
c
y
t
o
m
e
t
r
y
d
a
t
a
a
n
a
ly
s
is
w
a
s
d
o
n
e
w
it
h
F
lo
w
J
o
s
o
f
t
w
a
r
e
(T
r
e
e
S
t
a
r
).
Q
u
a
n
t
if
ic
a
t
io
n
o
f
A
m
C
y
a
n
o
u
t
p
u
t
in
a
r
b
it
r
a
r
y
e
x
p
r
e
s
s
io
n
u
n
it
s
(a
.u
.)
is
a
s
f
o
ll
o
w
s
:
(i
)
L
iv
e
c
e
ll
s
g
a
t
in
g
u
s
in
g
f
o
r
w
a
r
d
a
n
d
s
id
e
s
c
a
t
t
e
r
.
(i
i
)
G
a
t
in
g
o
f
c
e
ll
s
p
o
s
it
iv
e
f
o
r
a
p
a
r
t
ic
u
la
r
F
P
a
n
d
c
a
lc
u
la
t
in
g
f
r
e
q
(F
P
+
),
t
h
e
f
r
a
c
t
io
n
o
f
F
P
-p
o
s
it
iv
e
c
e
ll
s
a
m
o
n
g
li
v
e
c
e
ll
s
,
a
n
d
m
e
a
n
(F
P
+
),
t
h
e
m
e
a
n
e
x
-
p
r
e
s
s
io
n
o
f
t
h
is
F
P
a
m
o
n
g
p
o
s
it
iv
e
ly
g
a
t
e
d
c
e
ll
s
.
(i
ii
)
C
a
lc
u
la
t
in
g
A
m
C
y
a
n
le
v
e
l:
A
m
C
y
a
n
(a
.u
.)
=
[
m
e
a
n
(A
m
C
y
a
n
+
)*
f
r
e
q
(A
m
C
y
a
n
+
)]
/[
(
m
e
a
n
(D
s
R
e
d
+
)
*
f
r
e
q
(D
s
R
e
d
+
)]
,
w
h
e
r
e
D
s
R
e
d
is
a
t
r
a
n
s
f
e
c
t
io
n
c
o
n
t
r
o
l.
R
e
s
u
lt
s
T
C
S
Is
P
a
r
t
ia
ll
y
F
u
n
c
t
io
n
a
l
in
M
a
m
m
a
li
a
n
C
e
ll
s
.
T
r
a
n
s
p
la
n
ti
n
g
p
r
o
-
k
a
r
y
o
ti
c
T
C
S
p
a
th
w
a
y
s
to
m
a
m
m
a
li
a
n
c
e
ll
li
n
e
s
r
e
q
u
ir
e
s
a
n
u
m
-
b
e
r
o
f
a
d
a
p
ta
ti
o
n
s
(
F
ig
.
1
B
)
.
T
h
r
e
e
T
C
S
p
a
th
w
a
y
s
fr
o
m
E
.
c
o
li
w
e
r
e
s
e
le
c
te
d
,
in
c
lu
d
in
g
E
n
v
Z
-O
m
p
R
,
N
a
r
X
L
,
a
n
d
D
c
u
S
R
.
E
a
c
h
g
e
n
e
c
o
d
in
g
fo
r
a
T
C
S
p
r
o
te
in
w
a
s
c
o
d
o
n
-o
p
ti
m
iz
e
d
fo
r
e
x
p
r
e
s
s
io
n
in
h
u
m
a
n
c
e
ll
s
a
n
d
p
la
c
e
d
u
n
d
e
r
th
e
c
o
n
tr
o
l
o
f
a
c
o
n
s
ti
tu
ti
v
e
C
M
V
im
m
e
d
ia
te
e
a
r
ly
p
r
o
m
o
te
r
.
T
h
e
a
m
in
o
a
c
id
s
e
q
u
e
n
c
e
o
f
e
a
c
h
H
K
a
n
d
R
R
w
a
s
p
r
e
s
e
r
v
e
d
,
w
h
e
r
e
a
s
th
e
R
R
s
e
q
u
e
n
c
e
s
w
e
r
e
a
u
g
m
e
n
te
d
w
it
h
th
r
e
e
m
in
im
a
l
V
P
1
6
tr
a
n
s
-
a
c
ti
v
a
ti
n
g
d
o
m
a
in
s
a
t
th
e
C
te
r
m
in
u
s
(
3
1
)
.
N
u
c
le
a
r
lo
c
a
li
z
a
ti
o
n
s
ig
n
a
l
(
N
L
S
)
w
a
s
n
o
t
fu
s
e
d
to
R
R
s
a
s
w
e
r
e
a
s
o
n
e
d
th
a
t
N
L
S
w
o
u
ld
p
r
e
c
lu
d
e
R
R
fr
o
m
in
te
ra
c
ti
n
g
w
it
h
n
o
n
n
u
c
le
a
r
H
K
.
I
n
a
d
d
it
io
n
,
a
fe
w
p
r
o
k
a
r
y
o
ti
c
R
R
s
w
it
h
o
u
t
N
L
S
w
e
re
s
h
o
w
n
to
tr
a
n
sl
o
c
a
te
to
th
e
n
u
c
le
u
s
in
p
la
n
ts
(
3
4
)
.
T
h
e
r
e
sp
o
n
s
iv
e
p
r
o
m
o
te
r
d
r
iv
in
g
a
fl
u
o
r
e
s
c
e
n
t
r
e
p
o
rt
e
r
A
m
C
y
a
n
w
a
s
c
re
a
te
d
b
y
fu
si
n
g
k
n
o
w
n
D
N
A
b
in
d
in
g
s
it
e
s
o
f
d
if
fe
r
e
n
t
R
R
s
in
fr
o
n
t
o
f
a
m
in
im
a
l
p
r
o
m
o
te
r.
F
o
r
b
r
e
v
it
y
,
w
e
a
ls
o
c
a
ll
th
e
s
e
s
it
e
s
r
e
sp
o
n
s
e
e
le
m
e
n
ts
(
R
E
s
)
.
S
p
e
c
if
ic
a
ll
y
,
p
a
ir
s
o
f
c
o
n
s
e
n
s
u
s
R
E
s
fo
r
O
m
p
R
(
3
5
)
a
n
d
N
a
rL
(
3
6
)
s
e
p
a
r
a
te
d
b
y
a
1
0
-b
p
s
p
a
c
e
r
a
n
d
a
s
in
g
le
D
c
u
R
r
e
-
s
p
o
n
s
e
e
le
m
e
n
t
fr
o
m
th
e
d
c
tA
g
e
n
e
(
3
7
)
w
e
re
c
lo
n
e
d
u
p
s
tr
e
a
m
o
f
th
e
T
A
T
A
b
o
x
in
th
e
m
in
im
a
l
p
r
o
m
o
te
r
d
e
v
e
lo
p
e
d
in
o
u
r
g
r
o
u
p
(S
I
A
p
p
e
n
d
ix
,
T
a
b
le
S
1
)
.
F
ir
s
t
w
e
in
q
u
ir
e
d
w
h
e
th
e
r
c
o
e
x
p
r
e
s
s
io
n
o
f
th
e
p
a
th
w
a
y
g
e
n
e
s
in
c
u
lt
u
r
e
d
h
u
m
a
n
c
e
ll
s
w
o
u
ld
r
e
s
u
lt
in
g
e
n
e
a
c
ti
v
a
ti
o
n
.
W
e
tr
a
n
s
ie
n
tl
y
tr
a
n
s
fe
c
te
d
H
E
K
2
9
3
c
e
ll
s
w
it
h
(
i)
n
o
n
e
o
f
th
e
T
C
S
c
a
s
s
e
tt
e
s
;
(
ii
)
H
K
o
r
R
R
c
a
s
s
e
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e
s
a
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n
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d
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H
K
a
n
d
R
R
.
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e
e
p
a
th
w
a
y
s
e
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c
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e
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p
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p
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c
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2
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.
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h
e
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c
ti
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n
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D
c
u
S
R
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s
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e
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k
e
r
d
u
e
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s
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D
N
A
b
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d
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g
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e
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e
p
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.
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r
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e
d
in
H
e
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a
c
e
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S
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A
p
p
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n
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,
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.
S
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e
c
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d
D
c
u
R
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c
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te
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c
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c
e
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(
S
I
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,
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a
b
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S
1
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n
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a
c
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b
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H
E
K
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e
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a
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d
d
ra
m
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c
a
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y
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b
o
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c
a
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s
(S
I
A
p
p
e
n
d
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,
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.
S
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W
e
fu
r
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e
r
m
u
ta
te
d
th
e
c
a
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ly
ti
c
h
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d
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e
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e
H
K
s
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r
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f
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d
u
c
ti
o
n
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e
b
a
c
k
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u
n
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le
v
e
l
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.
2
B
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w
it
h
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ig
h
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y
e
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v
a
te
d
a
c
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v
it
y
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n
v
Z
m
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e
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e
x
p
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ro
te
in
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P
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n
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R
R
h
u
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R
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b
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m
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b
ra
n
e
L
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n
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n
g
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e
e
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 p
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m
o
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D
N
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e
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P
P
ro
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F
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S
c
h
e
m
a
t
ic
s
o
f
n
a
t
iv
e
a
n
d
t
r
a
n
s
p
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n
t
e
d
t
w
o
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o
m
p
o
n
e
n
t
s
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n
a
li
n
g
p
a
t
h
w
a
y
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)
T
h
e
n
a
t
iv
e
p
a
t
h
w
a
y
c
o
n
s
is
t
s
o
f
a
r
e
c
e
p
t
o
r
h
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t
id
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e
k
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a
s
e
p
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o
-
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,
w
h
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h
s
e
n
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e
s
a
n
d
p
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o
p
a
g
a
t
e
s
t
h
e
s
ig
n
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l
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o
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n
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t
e
r
e
s
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o
n
s
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r
e
g
u
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r
t
h
a
t
r
e
g
u
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t
e
s
g
e
n
e
e
x
p
r
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s
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n
.
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)
T
h
e
e
n
v
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n
e
d
a
d
a
p
t
a
t
io
n
t
o
t
h
e
m
a
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-
m
a
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a
n
h
o
s
t
.
S
u
b
s
c
r
ip
t
“
h
u
m
”
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d
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a
t
e
s
h
u
m
a
n
-o
p
t
im
iz
e
d
c
o
d
o
n
s
e
q
u
e
n
c
e
.
D
N
A
B
,
D
N
A
b
in
d
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g
.
P
c
o
n
s
t
,
c
o
n
s
t
it
u
t
iv
e
m
a
m
m
a
li
a
n
p
r
o
m
o
t
e
r
.
P
,
p
h
o
s
p
h
a
t
e
;
P
m
in
,
m
in
im
a
l
m
a
m
m
a
li
a
n
p
r
o
m
o
t
e
r
;
V
P
1
6
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V
P
1
6
t
r
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n
s
a
c
t
iv
a
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r
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o
m
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.
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7
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r
g
/c
g
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1
0
.1
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n
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a
m
m
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n
c
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o
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b
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o
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r
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o
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b
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n
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r
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n
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u
c
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n
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c
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c
if
ic
in
te
r
a
c
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n
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r
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c
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m
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c
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e
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n
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d
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o
d
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p
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m
e
n
t
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o
m
p
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x
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g
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a
l
p
r
o
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r
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o
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p
r
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.
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y
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s
c
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c
e
o
f
o
r
th
o
g
o
n
a
l
b
u
il
d
in
g
b
lo
c
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g
g
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c
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m
m
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c
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c
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.
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s
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e
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c
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s
c
h
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D
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c
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c
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c
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B
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)
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u
p
p
le
m
e
n
t
e
d
w
it
h
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e
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c
t
iv
e
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n
t
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s
.
P
C
R
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e
w
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P
h
u
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D
N
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E
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).
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r
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e
r
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w
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r
e
p
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r
c
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S
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r
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.
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c
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c
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b
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c
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c
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.
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s
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w
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r
e
p
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r
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w
it
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P
u
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e
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e
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n
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t
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c
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t
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n
w
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N
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o
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D
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e
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c
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o
p
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e
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n
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e
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n
c
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e
s
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r
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t
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n
e
n
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E
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)
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e
r
e
u
s
e
d
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s
p
e
r
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u
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p
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.
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t
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n
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s
p
e
r
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r
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d
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4
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N
A
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e
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E
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).
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in
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c
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p
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p
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b
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S
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.
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u
b
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h
e
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e
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h
e
r
e
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e
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il
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b
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n
E
u
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o
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c
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o
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e
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r
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w
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.
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e
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u
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r
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c
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.
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c
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c
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#
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1
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t
a
in
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e
c
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p
p
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F
B
S
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m
a
-A
ld
r
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g
/m
L
P
e
n
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il
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n
-s
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r
e
p
t
o
m
y
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S
o
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t
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n
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e
c
o
m
e
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l
A
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e
L
a
c
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ll
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e
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C
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C
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)
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a
s
m
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in
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E
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A
X
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d
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e
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e
c
h
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o
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g
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s
)
w
it
h
t
h
e
s
a
m
e
s
u
p
p
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.
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a
s
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o
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p
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0
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r
r
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d
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n
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n
c
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o
u
g
h
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v
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.
T
w
e
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e
-w
e
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c
u
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u
r
e
p
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s
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U
N
C
)
w
e
r
e
u
s
e
d
in
t
r
a
n
s
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e
c
t
io
n
e
x
p
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r
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n
t
s
.
W
e
ll
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r
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e
e
d
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w
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1
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5
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p
e
r
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2
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p
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c
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n
.
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o
r
t
r
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c
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n
,
D
N
A
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a
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p
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M
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r
u
m
(L
if
e
T
e
c
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lo
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c
o
m
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n
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o
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c
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e
c
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o
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c
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.
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h
e
c
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e
r
e
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c
u
b
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b
e
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r
e
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r
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r
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io
n
.
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o
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s
c
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n
c
e
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r
o
s
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o
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y
.
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r
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s
c
e
n
t
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o
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)
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a
g
e
s
,
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o
t
in
c
lu
d
in
g
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-
c
a
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z
a
t
io
n
s
t
u
d
y
,
w
e
r
e
t
a
k
e
n
w
it
h
N
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o
n
E
c
li
p
s
e
T
i
m
ic
r
o
s
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o
p
e
u
s
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g
a
H
a
m
a
m
a
t
s
u
O
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C
A
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2
c
a
m
e
r
a
.
A
m
C
y
a
n
F
P
w
a
s
v
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u
a
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z
e
d
w
it
h
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F
P
H
C
-f
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t
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r
s
e
t
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C
4
3
8
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H
C
4
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3
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2
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B
S
4
5
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3
0
0
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s
e
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u
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n
d
D
s
R
e
d
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C
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,
H
C
5
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B
S
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)
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e
x
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u
r
e
.
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e
s
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r
e
u
n
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r
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o
c
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e
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w
it
h
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a
g
e
J
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u
p
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a
b
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)
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0
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r
D
s
R
e
d
a
n
d
A
m
C
y
a
n
c
h
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n
n
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,
w
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h
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e
x
c
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p
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f
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.
3
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n
d
C
,
w
h
e
r
e
a
n
L
U
T
r
a
n
g
e
o
f
3
,0
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0
–
6
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0
0
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a
s
u
s
e
d
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o
r
A
m
C
y
a
n
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o
v
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u
a
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e
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p
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.
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o
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e
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u
r
e
lo
c
a
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z
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io
n
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f
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K
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e
r
r
y
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n
p
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o
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e
in
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C
e
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M
a
s
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D
e
e
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R
e
d
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s
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a
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e
m
b
r
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n
e
s
t
a
in
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if
e
T
e
c
h
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o
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g
ie
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)
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a
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u
s
e
d
a
c
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r
d
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h
e
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u
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r
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p
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o
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0
0
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u
t
io
n
a
n
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c
u
b
a
t
e
d
w
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c
e
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2
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c
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t
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.
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h
e
c
e
ll
s
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r
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a
g
e
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a
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n
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n
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o
c
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1
R
M
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o
s
c
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p
e
w
it
h
a
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n
A
p
o
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1
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b
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.
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h
e
m
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h
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n
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e
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e
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M
a
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r
e
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a
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c
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t
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c
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1
n
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n
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e
m
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n
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7
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p
e
c
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.
C
o
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c
a
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z
a
t
io
n
w
a
s
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n
a
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z
e
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u
s
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g
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a
r
is
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o
f
t
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r
e
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).
F
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m
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r
y
.
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e
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n
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w
a
s
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o
n
e
w
it
h
B
D
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S
R
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o
r
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e
s
s
a
.
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e
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s
w
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r
e
t
r
y
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e
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w
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h
0
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e
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e
c
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).
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R
e
d
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u
r
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5
6
1
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8
6
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e
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n
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t
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r
w
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h
a
p
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o
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o
m
u
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e
r
t
u
b
e
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M
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)
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2
7
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r
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n
t
.
A
m
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n
w
a
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u
r
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w
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h
4
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5
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r
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n
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mamm li n cel s has not, to the bes of our knowledge, b n
shown yet. Her , we repor on such an adaptation and show that
the internal core of the pat ways and thei specific intera ions
are functional in mammali n cells. W have used the trans-
planted modules t implement co plex logical programs of gene
xpression. In addition, we sh that the pathway genes can
serve a ric sou e of orth gon l building b ocks for engi-
neering gene ic circu t in ammali n c l s.
Methods
Plas id C n tructi . Plasmid design was do e with SnapGene (GSL Biot ch
LLC). Escherichia coli DH5α competent cells were used for cloning. Trans-
formed c lls were gro n in LB Broth Miller Difco (BD) supplem nted w th
selective antibiotics. PCR was done with Phusion High-Fidel ty DNA poly-
merase (NEB). Primers were purchased from Sigma-Aldrich. Synthesis of
gene constructs was done by DNA 2.0 and Genscript. gBlocks were pur-
chased from IDT. Plasmids were purified with PureYield Mid prep System
(Promega), followed by endotoxin rem val (Norge Bi tek Corp), quantifi-
cation with NanoDrop ND-2000 and gel electrophoresis, and eq encing
(Microsynth AG). Restriction enzymes (NEB) were used as per m nufacturer
protocols. Li ation was performed with T4 DNA Ligase (NEB). Cloning steps
are described in SI Appendix and primer list is in SI Appendix, Table S19.
Maps of pl smids not published elsewher are avail ble on European Nu-
cleotide Archive, www. bi.ac. k/en .
Cell Culture and T ansfection. HEK293 cell line (Life T chnologies, #11631–
017) was maint ined a 37 °C, 5% CO2 in RPMI-1640 medium (Life Tech-
nologies), supplemented with 10% (vol/vol) FBS (Sigma-Aldrich) and
500 μg/mL Penicillin-streptomycin Solution (Tecomedical AG). HeLa cell
line (ATCC, #CCL-2) was maintained in DMEM/Gluta AX medium (Life
Technologies) with the same supplements. Passagi g of up t 20 times oc-
curred at 70–80% confluen y ro ghly every 2–3 d. Twelve-well cultur plates
(NUNC) were used in transfection exper me ts. Wells were seeded with 1.4 × 105
cells per well 24 h pretransfection. For transfection, DNA was resuspend d in
OPTI-MEM without serum (Lif Technologies) in combinati n with Lipofect-
amine 2000 (Life Technologies) at a 1:2 r tio of DNA t lipofectamine. The cells
were incubated for 48 h before charact riz tion.
Fluorescence Mi roscopy. Fluorescent prot i (FP) images, not including lo-
calization study, were taken with Nikon Eclipse Ti microscope using a
Hamamatsu ORCA-R2 camera. AmCy n FP was visualized with CFP HC-filter
set (HC 438/24, HC 483/32, BS 458) at 300-ms exposure, and DsRed with TRITC
HC-filter set (HC 543/22, HC 593/40, BS 562) at 200-ms exposure. Images were
uniformly pr cessed with ImageJ software using lookup table (LUT) valu s
0–33,000 for DsRed and AmCyan channels, with the exception of Fig. 3 B and
C, where an LUT r g of 3,000–6,00 was used for AmCyan to visualize
lower expression levels. To m asure localizati n of HK::mCherry fusion
rotein , CellMask Deep Red Plasma Membrane stain (Life Technologies)
was used ccording t th m ufactur r’s protocol at a 1:1,000 dilution and
incubated with c lls for 20 min at 37 °C nd 5% CO2 before changing th
medium. The ce ls were imag d usin a Nikon Confocal A1R Micr scope with
a Plan Apo VC 100× (oil) object v . The mCherry a d the CellM sk stain were
visualized by excitation at 561 m and ission at 595 m, and excit tion at
641 nm and e ission at 700 nm, respectively. Colocalizati n was analyzed
usi g Imar s softwar (33).
Flow Cy ometry. Cell analysis was done with BD LSR Fortess . Cells were
trypsinized with 0.5% Trypsi -EDTA (Life Tech ologies). DsR dwasmeasured
using 561-nm l s r and 586/15 BP mission filter with a photomultiplier tube
(PMT) voltage of 270 or equivalent. AmCyan was measured with 445-nm
laser and 473/10 BP emission filter with PMT voltage of 253 or equivalent.
Due to hardware modifications in the cours of the project, PMT voltages
were adjusted using calibration be ds to keep num rical values comparable
across experiments.
Data Analysis. Flow cytometry data analysis was done with Flo Jo soft are
(Tree Star). Quantificatio of AmCyan output in arbitrary expression unit
(a.u.) is as follows: (i) Live cells gating using forward and si e scatter. (ii)
Gating of cells positive f r a particular FP and calculating freq(FP+), the
fraction of FP-positive cells among live cells, and mean(FP+), the mean x-
pression of this FP among positively ga ed cells. (iii) Calculating AmCyan
level: AmCyan (a.u.) = [mean(A Cyan+)*freq(AmCyan+)]/[(mean(DsR d+)
*freq(DsR d+)], where DsRed is a transfection con r l.
Results
TCS Is Partially Functional in Mammalian Cells. Transplanting pro-
karyotic TCS pathways o mammali n cel li es requires a num-
ber of adaptations (F g. 1B). Three CS pathways from E. coli
were sel cted, including EnvZ-OmpR, NarXL, nd DcuSR.
Each gene codi g f r a TCS protein was codon-optimized for
expression in human cells and placed und r the control f
a constitut ve CMV immediate early promote . The amino cid
sequenc of each HK and RR was preserved, whereas the RR
sequenc s wer augmented with three minimal VP16 trans-
activating domains at the C terminus (31). Nuclear lo alization
signal (NLS) was n t fused to RRs as we reasoned that NLS
wo ld prec ude RR from i teract g with nonnuclear HK. In
addition, a few prokaryotic RRs without NLS were shown to
tran locate to the nucleus in plants (34). The responsive promote
driving a fluor scent repor e AmCyan was created by fusing
known DNA binding sites of different RRs in front of a minimal
promote . For brevity, w also call these si es r sponse elements
(REs). Specifically, pairs of consensus RE for OmpR (35) and
NarL (36) separated by a 10-bp spacer and a si gle DcuR re-
sponse element from the dctA gene (37) were cloned upstream of
the TATA box in the minimal pro ote developed in our group
(SI Appendix, Table S1).
First we nquired whether coexp ession of the pathway genes
in cultured h man cells wou d res t in gene activation. We
transiently tra sfected HEK293 cells with (i) none of th TCS
cassett s; (ii) HK or RR cassettes alon ; and (iii) both HK and
R . All thr e pathways elicited strong expression of the reporte
gene wh both t HK and RR were present but ot when
either comp nent was missing (Fig. 2A). The inductio wi h
DcuSR was weaker due to a single DNA binding site in th
promote . The same trends w re obs rved in HeLa cells (SI
Appendix, Fig. S1). We cloned DcuR-ind cible promote s with
two DcuR sites and varying spacer length (SI Appendix, Tabl
S1) and found that the ctivation in b th HEK and HeLa in-
creased dr matically in both cases (SI Appendix, Fig. S2). We
further mutated the catalytic histidine in all three HKs and ob-
served loss of inductio to the background level (Fig. 2B), with
slightly elevated activity in EnvZ mutant likely due to exp rimental
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Fig. 1. Schematics of native a d transplanted two-component sig aling
pathways. (A) The native pathway consists of a receptor histidine kinase pro-
tein, which senses and prop gates the sig al to a cognate response regulat r
that regulates gene xp ssion. (B) The envisioned adaptation t he mam-
malian host. Subscript “hum” indicates human-opti ized codon sequence.
DNAB, DNA binding. Pconst, constitutive mammalian promoter. P, phosphate;
Pmin, mini al am alian promoter; VP16, VP16 transactivator domain.
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mamma ian cell has not, to the best of ur k owledge, been
sh n y t. r , we report on such adapt tion and show that
the inte nal cor of t e pathways and th r specific interactions
are functional in mammalian cells. We have used the trans-
planted modules t mpl ment complex logical programs of gene
expression. In d itio , e show that pathway g es can
serve as a rich s rce of rthog n l bu lding blocks for engi-
ne ing ge etic rcuits in mamma ian cells.
Methods
Plasmid Construction. Pla mid design was done with Sn pGene (GSL Biotech
LLC). Escherichia coli DH5α competent c lls were used for cloning. Tr s-
f rmed c lls w re grow in LB Broth Mill r ifco (BD) supplemented w th
selective antibi tics. PCR was done with Phusion High-Fidelity DNA poly-
mera e (NEB). Prim rs wer purch sed fr m Sigma-Aldrich. Synth sis of
gene constructs was done by DNA 2.0 and Gensc ipt. gBlocks were ur-
chased from IDT. Plasmids were pur fied with PureYield Midiprep System
(Promega), followe by e dotoxin removal (Norgen Biotek Corp), quantifi-
cati n with Nano rop ND-2000 and gel electrophoresis, and sequencing
(Microsynth AG). R triction enzym s (NEB) were sed as per manufacturer
protocols. Lig tion was performed with T4 DNA Ligase (NEB). Cloning steps
are escribed i SI Appendix and primer list is in SI Appendix, Table S19.
Map of plasmids not pub ish d elsewhere are available on European Nu-
cleotid Archive, www.ebi. c.uk/ena.
Cell Culture and Transf ctio . HEK293 ell line (Life Technologies, #11631–
017) as maintained at 37 °C, 5% CO2 in RPMI-1640 medium (Life Tech-
nologi s), supplemented with 10% (vol/vol) FBS (Sigma-Aldrich) and
500 μg/mL Penicillin-streptomy in Soluti n (Tecomedical AG). HeLa cell
line (ATCC, #CCL-2) was maintained in DME /GlutaMAX medium (Life
Technologi s) with the same upplements. Passaging of up t 20 times oc-
cu red at 70–80% confluenc roughly every 2–3 d. Tw lve-well cul ure plates
(NUNC) were us d in transfec ion xp im nts. Wells w re seeded with 1.4 × 105
cells per w ll 24 h pre . For transfection, DNA was resuspended in
OPTI-MEM without serum (Life Technologies) combination with Lipofect-
amine 2000 (Life Technol gies) t a 1:2 ratio of DNA to lipof ctamine. The cells
were incubated for 48 h bef re characterization.
Fluorescence Mi rosc py. Fluorescent protein (FP) ima es, not including lo-
calization study, w re taken with Nikon Ecli se Ti micro cope using a
Hamamatsu ORCA-R2 ca er . AmCy n FP was visualized with CFP HC-filter
set (HC 438/24, HC 483/32, BS 458) at 300-ms xposure, and DsRed with TRITC
HC-filter set (HC 543/22, HC 593/40, BS 562) at 200-ms xposure. Images were
uniformly proc ssed ith ImageJ s ftware using lookup table (LUT) values
0–33,000 for DsRed a d AmCyan channels, with the exception of Fig. 3 B and
C, wh re an LUT range of 3,000–6,000 was used for AmCyan to visualize
low r expr ssion leve s. To measure l calization of HK::mCherry fusion
pro ins, CellMask Deep Red Pla ma M mbrane stain (Life Technologies)
w s used acc rding to the manufacturer’s protocol at a 1:1,000 dilution and
incubated with cells for 20 mi t 37 °C and 5% CO2 before cha ging the
medium. Th cells were i a d usi g a Nik n Conf cal A1R Microscope with
a Plan Apo VC 100× (oil) objective. The mCherry and the CellMask stain were
visualized by exci tion at 561 n and emission at 595 nm, and exci ation at
641 n and e ission a 700 nm, r spec vely. Col c iz tio was analyzed
usi g I aris software (33).
Flow C tometry. Cell an lysis was don with BD LSR Forte sa. C lls were
trypsinized with 0.5% Trypsin-ED A (Life Technologi s). D Redwasmeasured
using 561-nm laser and 586/15 BP emissi n fi ter with a photomultiplier tube
(PMT) voltage f 270 or equivalent. AmCyan was measured with 445-nm
laser and 473/10 BP emission filter with PMT voltage of 253 or equivalent.
Due to h rdware m difications in the course of the project, PMT voltages
wer adjus ed using cali r tio beads to ke p nu eric l values comparable
across xperiments.
Data Analysis. Flow c tometry data analysis was done ith Flo Jo software
(Tree Star). Quantification of AmCyan output in arbitrary expression units
(a.u.) is a fo ws: (i) Live cells g ting using forwar a d side scatter. (ii)
Gating of cells p sitive for parti r FP and calculating freq(FP+), the
fraction of FP-positiv cel s among live cells, d mean(FP+), the mean ex-
pression of this FP among positively g ted cells. (iii) C lculating AmCyan
level: A Cyan (a.u.) = [ ean *freq(AmCyan+)]/[(m an(DsRed+)
*fr q(DsRed+)], wh re DsRed i a t a sfection control.
R sults
TCS Is Partially Function l in M mmalian Cell . Transplanting pro-
k ryotic TCS pathways to mamma ian c ll lines requires a num-
ber of adaptations (Fig. 1B). ree TCS pathways from E. coli
were selected, including EnvZ-OmpR, NarXL, and DcuSR.
Each gene coding for a TCS pr tein was codon-optimized for
expression in human c lls nd placed under the control of
a constitutive CMV mm diate early promoter. The mino acid
s quence of each HK and RR was p serv d, whereas the RR
s quenc s were augmen ed with three minimal VP16 trans-
activati g domains at the C terminus (31). Nuclear localization
signal (NLS) was not fu ed to RRs as we reasoned that NLS
would p eclude RR from interacting with nonnuclear HK. In
addition, a few prokary tic RRs ithout NLS were shown to
transl cate to the nucleus in plants (34). The responsive promoter
driving a fluorescent reporter AmCyan was created by fusing
k own DNA binding si es of dif erent RRs in ront of a minimal
prom ter. For brevity, we also call the it s r spons elements
(REs). Speci i ally, pairs of consensus Es for OmpR (35) and
NarL (36) separated by a 10-bp pac r a d a single DcuR re-
spons el men from the dctA gene (37) wer cloned upstream of
the TATA box in the minimal promoter d vel ped in our group
(SI Appendix, Table S1).
First w inquir d whether coexpression of t pathway genes
in cult red human cel s would result in gene activation. We
transi ntly transfect d HEK293 cells with (i) non of the TCS
c ssettes; (ii) HK or RR cassett s lone; and (iii) both HK and
RR. All three pathways elicit d strong exp ssion of the reporter
ge e when both the HK and RR were present but not when
either component was missing (F g. 2A). The induction with
DcuSR was weaker due to a single DNA binding site in the
promot r. The same trends were observ d in HeLa cells (SI
Appendix, Fig. S1). We cloned Dc R-inducible promo ers with
two DcuR sites and varying spacer l gth (SI App ndix, Table
S1) a found th t the activation in both HEK and HeLa in-
cre sed dr mati lly in both cases (SI Appendix, Fig. S2). We
fur r mutated the atalytic histidine in all three HKs and ob-
served loss f induction to the background level (Fig. 2B), with
slightly elevated activity in EnvZ mu ant likely due to experimental
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Fig. 1. S h matics of native and transpla ted two-component signaling
pathways. (A) The native pathway consist of a receptor histidine kinase pro-
tei , which senses and propagates the signal t a cognate response regulator
tha re ula es g ne xpressi n. (B) T nvisioned adapt tion to t e mam-
malian ost. Subs ript “h ” indicat s human-optimized codo sequence.
DNAB, DNA binding. Pconst, constitutive mammalian promoter. P, phosphate;
Pmin, i imal mammalian promoter; VP16, VP16 tr nsactivator domain.
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3.1N!HISTIDINA!QUINASAS.!!
Como! se! ha! comentado! anteriormente! y! su! nombre! describe,! las! HKs! son!
proteínas!sensoras!que!se!fosforilan!en!residuos!de!His!fosfoaceptores.!Existen!
paralelismos! entre! las! HKs! bacterianas! y! las! tirosín! quinasas! que! aparecen!
ampliamente! en! las! señales! de! transducción! de! metazoos! (Stock( J.( B.( et( al,(
1991).! En! ambos! casos,! la! mayoría! de! estas! proteínas! poseen! la! misma!
disposición! transmembrana! con! dominios! extracelulares! capaces! de! percibir!
ligandos!y!tienen!capacidad!de!autofosforilarse.!!
Las! HKs! canónicas! se! encuentran! en! forma! de! homodímero! y! se! localizan!
ancladas!a! la!membrana,!habitualmente!por!dos!hélices!transmembrana,!que!
flanquean! el! dominio! sensor! extracelular! (RiveraCCancel( G.( et( al,( 2014).( Así!
pues,! las! HKs! presentarían! una! region! extracelular! o! periplásmica,! otra!
embebida!en!la!membrana!celular!y!finalmente!una!citoplasmática!(Figura!4).!
Las! primeras! HKs! secuenciadas! fueron! EnvZ! (Mizuno( T.( et( al,( 1982)( y! PhoR!
(Tommassen(J.(et(al,(1982)!pertenecientes!a! la!bacteria!E.(coli!y!nos!dieron!la!
información!inicial!acerca!de!la!disposición!de!estas!regiones!o!dominios.!
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Figura!4.!Representación!de!una!HK!canónica.!Imagen!adaptada!de!Zschiedrich(C.P.(et(al,(2016.!
(a)Esquema!de!la!disposición!de!los!dominios!que!forman!una!HK.!(b)Estructura!tridimensional!
de! los! diferentes! dominios! presentes! en! las! HKs.! Dominios! extracelulares:! PDC! de! CitA!
(PDB:2J80),! PDC! tandem! de! KinD! (PDB:4JGO),! hélices!  ! de! TorS! (PDB:3O1H).! Dominios!
reguladores!citoplásmaticos:!HAMP!de!Af1503!(PDB:2L7H),!GAF!del!activador! 54!(PDB:4G3K)!y!
PAS! de! VicK! (PDB:4I5S).! Dominios! catalíticos! citoplasmáticos! de! HK853! (PDB:3DGE),! el! DHp!
aparece!coloreado!en!verde!y!el!CA!en!rojo,!también!se!muestra!la!molécula!de!ADP!con!la!que!
se!resolvió!la!estructura.!
3.1.1.N!Región!extracelular.!
Dependiendo! de! si! la! bacteria! es! gramPpositiva! o! gramPnegativa,! ! el! domino!
sensor! de! la! HK! capaz! de! percibir! los! estímulos! se! encuentra! en! la! región!
extracelular! o! periplásmica! (Figura! 4a).! El! dominio! sensor! se! localiza! en! la!
parte!aminoPterminal!de! la!proteína!unido!a! las!dos!hélices!!que!forman!el!
dominio! transmembrana.! Su! secuencia! es!muy! variable! entre! las! HKs! dando!
lugar! a! dominios! poco! conservados,! aunque! con! ciertas! arquitecturas!
perdominantes.!El!dominio!sensor!extracelular!o!periplásmico!más!abundante!
es! el! dominio! PDC! encontrado,! entre! otras,! en! las! HKs! PhoQ! de! Salmonella(
typhimurium( capaz! de! sensar! péptidos! antimicrobianos! (Pappalarde( L.( et( al,(
2003)! y! en! CitA! y! DcuS! de! E.( coli! capaces! de! sensar! citrato! y! fumarato!
respectivamente!(Figura!4b)((Sevvana(M.(et(al,(2008;(Bader(M.(W.(et(al,(2005).!
El! dominio! PDC! contiene( un! plegamiento! mixto!/ ( similar! al! dominio!
sensor!PAS!citoplasmático! (del! inglés!PERCARNTCSIM).!En!ocasiones,! la! región!
a" b"
detection, (2) kinase activation, (3) phosphotransfer,
and (4) response generation. Numerous, excellent
review articles in the recent years have focused
on individual aspects of the signal cascade, and we
refer the reader to these articles for some additional
details and reference to specific st dies that could
not all be featured in a broad review [4–8].
Signal Detection and Transmission
Signal detection and transmission to the catalytic
core of the kinase is mediated by modular and
variable domains typically at the N terminus of the
HK [4,7,8]. We note that the catalytic core of the
kinase has sometimes been referred to as transmit-
ter domain. In this article, we refer to transmission as
the ligand-dependent conformational changes that
ultimately lead to the stimulation of kinase activity.
Since the prototypical HK is a transmembrane
protein, signal detection and transmission domains
are localized to all three compartments of the cell,
that is, the extracytoplasmic space, the membrane,
and the cytoplasm (Fig. 1). Experimental structures
have been elucidated for a variety of domains, and
molecular insights about signal detection and trans-
mission have been gained from these structures
(Fig. 1b). The remarkable diversity of signals, both
chemical and physical, that are detected by HK is
evident from a few examples.
For instance, the Bacillus subtilis DesK kinase
responds to temperature changes by detecting
membrane fluidity through its transmembrane do-
mains [9]. Light-sensing PER-ARNT-SIM (PAS) and
cGMP-specific phosphodiesterases, adenylyl cy-
clases and FhlA (GAF) domains have been identified
to utilize flavin mononucleotide or Biliverdin cofactors
[10–13]. Small ligand nutrients such as amino acids
and carboxylic acids are detected directly by a wide
variety of domains in the extracytoplasmic space, for
instance, by the PAS domains of CitA (citrate ligand)
[14] and the tandem PAS domain of KinD (pyruvate
ligand) [15] or the all α-helical domain of NarX (nitrate
ligand) [16]. The Salmonella typhimurium PhoQ HK
utilizes a PAS domain to detect small antimicrobial
(a) TCS domains (b) Extracytoplasmic sensor domain
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Fig. 1. Domain architecture of the typical TCS. (a) Schematic view of a prototypical membrane-bound sensor HK,
featuring domains for signal recognition, transmission, and catalysis. (b) Variable extracytoplasmic SD. The most common
extracytoplasmic SD are PAS and α-helical domains. The citrate-bound periplasmic PAS domain of CitA (PDB ID: 2J80),
the SD of KinD (PDB ID: 4JGO) with tandem PAS domains, and the α-helical extracytoplasmic SD of TorS (PDB ID: 3O1H)
are illustrated on the left, middle, and right, respectively. Ligands are shown in green and red spheres. Only the N-terminal
PAS domain of KinD is responsible for ligand binding. (c) Signal transduction occurs via the cytoplasmic HAMP domain.
The HAMP domain of Af1503 (PDB ID: 2L7H) is shown as a representative. (d) The cytoplasmic SD are responsible
for intracellular signals detection and transmission. GAF (PDB ID: 4G3K) and PAS (PDB ID: 4I5S) domains are shown.
(E) The conserved kinase core consists of the DHp and C-terminal ATP-binding catalytic domain. The core of the kinase
HK853 is illustrated (PDB ID: 3DGE). The individual dimeric structure of DHp is il ustrated in green and the CA domains in
red. Location of ADP and phosphorylatable histidine is shown.
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detection, (2) kinase activation, (3) phosphotransfer,
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ultimately lead to the stimulation of kinase activity.
Since the prototypical HK is a transmembrane
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clases and FhlA (GAF) domains have been identified
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[10–13]. Small ligand nutrients such as amino acids
an carboxylic acids re detected directly by a wide
variety of domains in the extracytoplasmic space, for
instance, by the PAS domains of CitA (citrate ligand)
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ligand) [16]. The Salmonella typhimurium PhoQ HK
utilizes a PAS domain to detect small antimicrobial
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Fig. 1. Domain architecture of the typical TCS. (a Schematic view of a prototypical membrane-bound sensor HK,
featuring domains for signal recognition, transmission, and catalysis. (b) Variable extracytoplasmic SD. The most common
extracytoplasmic SD are PAS and α-helical domains. The citrate-bound periplasmic PAS domain of CitA (PDB ID: 2J80),
the SD of KinD (PDB ID: 4JGO) with tandem PAS domains, and the α-helical extracytoplasmic SD of TorS (PDB ID: 3O1H)
are illustrated on the left, middle, and right, respectively. Ligands are shown in green and red spheres. Only the N-terminal
PAS domain of KinD is responsible for ligand binding. (c) Signal transduction occurs via the cytoplasmic HAMP domain.
The HAMP domain of Af1503 (PDB ID: 2L7H) is shown as a representative. (d) The cytoplasmic SD are responsible
for intracellular signals detection and trans ission. GAF (PDB ID: 4G3K) and PAS (PDB ID: 4I5S) domains are shown.
(E) The conserved kin se core consists of the DHp and C-terminal ATP-bin i g catalytic domain. The ore of the kinase
HK853 is illustrated (PDB ID: 3DGE). The individual dimeric structure o DHp is illustrated in green and the CA domains in
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r fer he read r to these articles for some additional
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Signal Detection and Transmission
Signal detection and transmission to the catalytic
core of the kinase is mediated by modular and
variable domains typically at the N terminus of the
HK [4,7,8]. We note that the catalytic core of the
kinase has sometimes been referred to as transmit-
ter domain. In this article, we refer to transmission as
the ligand-dependent conformational changes that
ultimately lead to the stimulation of kinase activity.
Since the prototypical HK is a transmembrane
protein, signal detection and transmission domains
are localized to all three compartments of the cell,
that is, the extracytoplasmic space, the membrane,
and the cytoplasm (Fig. 1). Experimental structures
have been elucid ted for a variety of domains, and
molecular insights about signal detection and trans-
mission h ve been gained from these structures
(Fig. 1b). The remarkable diversity of signals, both
chemical a d physical, that are detected by HK is
evident from a few examples.
For instance, the Bacillus subtilis DesK kinase
responds to temperature changes by detecting
membrane fluidity through its transmembrane do-
mains [9]. Light-sensing PER-ARNT-SIM (PAS) and
cGMP-specific phosphodiesterases, adenylyl cy-
clases and FhlA (GAF) domains have been identified
to utilize flavin mononucleotide or Biliverdin cofactors
[10–13]. Small ligand nutrients such as amino acids
and carboxylic acids are detected directly by a wide
variety of domains in the extracytoplasmic space, for
instance, by the PAS domains of CitA (citrate ligand)
[14] and the tandem PAS domain of KinD (pyruvate
ligand) [15] or the all α-helical domain of NarX (nitrate
ligand) [16]. The Salmonella typhimurium PhoQ HK
utilizes a PAS domain to detect small antimicrobial
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Fig. 1. Domain archit cture of th typi al TCS. ( ) Sch ti view of prototypical membrane-bound sensor HK,
f aturing domains for signal recognition, transmission, and catalysis. (b) Variable extracytoplasmic SD. The most common
extracytoplasmic SD are PAS and α-helical domains. The citrate-bound periplasmic PAS domain of CitA (PDB ID: 2J80),
the SD of KinD (PDB ID: 4JGO) with tandem PAS domains, and the α-helical extracytoplasmic SD of TorS (PDB ID: 3O1H)
are illustrated on the left, middl , and right, respective y. Ligands ar shown in gr en and red spheres. Only the N-terminal
PAS domain of KinD is responsible for ligand binding. (c) Signal transduction occurs via the cytoplasmic HAMP domain.
The HAMP domain of Af1503 (PDB ID: 2L7H) is hown as a repres nt tive. ( ) T e cytoplasmic SD are responsible
for intracellular signal detection and transmissio . GAF (PDB ID: 4G3K) and PAS (PDB ID: 4I5S) domains are shown.
(E) The conserved kinase core consists of he DHp and C-terminal ATP-bin ing catalyti dom in. The core of the kinase
HK853 is illustrated (PDB ID: 3DGE). The individual dimeric structure of DHp is illustrated in green and the CA domains in
red. Location of ADP and phosph rylatable histidin is shown.
3753Review: Two-Component Signal Transduction
REGIÓN'
EXTRACELULAR'
REGIÓN'
CITOPLASMÁTICA'
Dominio'sensor'
Dominio'
transmembrana'
Dominios'reguladores'
'
'
Dominios'CatalíCcos'
(CA)'
'
(D p)'
'
(PDC/tandemPAS/
Hélices'α)'
detection, (2) kinase activation, (3) phosphotransfe ,
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not all be featured in a broad review [4–8].
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molecular insights about signal detection and trans-
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chemical and physical, that are detected by HK is
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Fig. 1. Domain architecture of the typical TCS. (a) Schematic view of a prototypical membrane-bound sensor HK,
featuring domains for signal recognition, transmission, and catalysis. (b) Variable extracytoplasmic SD. The most common
extracytoplasmic SD are PAS and α-helical domains. The citrate-bound periplasmic PAS domain of CitA (PDB ID: 2J80),
the SD of KinD (PDB ID: 4JGO) with tandem PAS domains, and the α-helical extracytoplasmic SD of TorS (PDB ID: 3O1H)
are illustrated on the left, middle, and right, respectively. Ligands are shown in green and red spheres. Only the N-terminal
PAS domain of KinD is responsible for ligand binding. (c) Signal transduction occurs via the cytoplasmic HAMP domain.
The HAMP domain of Af1503 (PDB ID: 2L7H) is shown as a representative. (d) The cytoplasmic SD are responsible
for intracellular signals detection and transmission. GAF (PDB ID: 4G3K) and PAS (PDB ID: 4I5S) domains are shown.
(E) The conserved kinase core consists of the DHp and C-terminal ATP-binding catalytic domain. The core of the kinase
HK853 is illustrated (PDB ID: 3DGE). The individual dimeric structure of DHp is illustrated in green and the CA domains in
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core of the kinase is mediated by modular and
variable domains typically at the N terminus of the
HK [4,7,8]. We note that the catalytic core of the
kinase has sometimes been referred to as transmit-
ter domain. In this article, we refer to transmission as
the ligand-dependent conformational changes that
ultimately lead to the stimulation of kinase activity.
Since the prototypical HK is a transmembrane
protein, signal detection and transmission domains
are localized to all three compartments of the cell,
that is, the extracytoplasmic space, th membrane,
and the cytoplasm (Fig. 1). Experimental structures
have been elucidated for a variety of domains, and
molecular insights about signal detection and trans-
missio have been gained from these struct res
(Fig. 1b). The remarkable diversity of signals, both
chemical and physical, that are detected by HK is
evident from a few examples.
For instance, the Bacillus subtilis DesK kinase
responds to temperature changes by detecting
membrane fluidity through its transmembrane do-
mains [9]. Light-sensing PER-ARNT-SIM (PAS) and
cGMP-specific phosphodiesterases, adenylyl cy-
clases and FhlA (GAF) domains have been identified
to utilize flavin mononucleotide or Biliverdin cofactors
[10–13]. Small ligand nutrients such as amino acids
and carboxylic acids are detected directly by a wide
variety of domains in the extracytoplasmic space, for
instance, by the PAS domains of CitA (citrate ligand)
[14] and the tandem PAS domain of KinD (pyruvate
ligand) [15] or the all α-helical dom in of NarX (nitr te
ligand) [16]. The Salmonella typhimurium PhoQ HK
utiliz s PAS oma n to detect small antimicrobial
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Fig. 1. Domain architecture of the typical TCS. (a) Schematic view of a prototypical membrane-bound sensor HK,
featuring domains for signal recognition, transmission, and catalysis. (b) Variable extracytoplasmic SD. The most common
extracytoplasmic SD are PAS and α-helical domains. The citr te-bound periplasm c PAS domain of CitA (PDB ID: 2J80),
the SD of KinD (PDB ID: 4JGO) with tandem PAS domai s, and the α-helical extracytoplasmic SD of TorS (PDB ID: 3O1H)
are illustrated on the left, middle, and right, respectively. Ligands are shown in g een and r d spheres. Only th N-terminal
PAS domain of KinD is responsible for ligand binding. (c) Signal transduction occurs via the cytoplasmic HAMP domain.
The HAMP domain of Af1503 (PDB ID: 2L7H) is shown a a repre ent tive. (d) The cytoplasmic SD are responsible
for intracellular signals detection and transmission. GAF (PDB ID: 4G3K) an PAS (PDB ID: 4I5S) d mains are shown.
(E) The conserved kinase core consists of the DHp and C-terminal ATP-binding catalytic domain. The core of the kinase
HK853 is illustrated (PDB ID: 3DGE). The individual dimeric structure of DH is illustrated in green and the CA domains in
red. Locatio of ADP and phosphorylatable histidine is shown.
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PAS domain of KinD is responsible for ligand binding. (c) Signal transduction occurs via the cytoplasmic HAMP domain.
The HAMP domain of Af1503 (PDB ID: 2L7H) is shown as a representative. (d) The cytoplasmic SD are responsible
for intracellular signals detection and transmission. GAF (PDB ID: 4G3K) and PAS (PDB ID: 4I5S) domains are shown.
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extracelular!contiene!dominios!PDCs!en!tándem,!como!en!el!caso!de!las!HKs!de!
Bacillus( subtilis! KinD! y! de! Sinorhizobium( meliloti! DctB! que! sensan! ácidos!
orgánicos! y! están! formadas! por! dos! dominios! PDC! consecutivos! (Figura! 4b)!
(Wu( R.( et( al( 2013).( En!menor! proporción! la! región! extracelular! puede! estar!
compuesta!por!todo!hélices!,!como!en!la!HK!de!E.(coli!NarX!capaz!de!percibir!
nitratos!y!nitritos!(Figura!4b)!(Cheung(J.(y(Hendrickson(W.(A.,(2009).!
3.1.2.NRegión!transmembrana.!
La! región! transmembrana!está! compuesta!por!hélices!! de!alrededor!de!20!
residuos!de!longitud!encargadas!de!transducir!la!señal!entre!el!dominio!sensor!
extracelular! y! los! dominios! citoplasmáticos! mediante! movimientos!
rotacionales! y/o! translacionales! (Figura! 4a).! El! número! de! hélices!
transmembrana!(TM)!que!componen!las!HKs!también!es!muy!variable!ya!que!
pueden! contener! entre! 1P20! hélices!.! La! mayoría! de! las! HKs! poseen! un!
dominio!transmembrana!formado!por!dos!hélices!!antiparalelas!que!debido!
a! la! naturaleza! dimérica! de! la! proteína! produce! un! empaquetamiento! de!
cuatro!hélices!.!La!información!estructural!para!este!dominio!se!ha!obtenido!
mediante!Resonancia!Magnética!Nuclear!(RMN)!(Maslennikov(I.(et(al,(2010)!y!
ensayos! de! Dinámica!Molecular,! junto! con! resultados! funcionales! obtenidos!
por! mutagénesis! dirigida! y! por! ensayos! de! entrecruzamiento! por! puentes!
disulfuro!(Goldberg(S.(D.(et(al,(2010;(Szurmant(H.(et(al,(2008).(
3.1.3.NRegión!citoplasmática.!
En! la! región! citoplasmática,! las! HKs! están! compuestas! básicamente! por!
dominios! sensores! y! reguladores! unidos! a! dos! dominios! catalíticos! muy!
conservados.!Estos!dominios!sensores,!que!pueden!estar!ausentes!en!algunas!
HKs,!sirven!de!conexión!con!la!región!transmembrana!al!localizarse!al!final!de!
la!última!hélice!TM!y!pueden!modular!la!señal!(Figura!4).!!
!
Dominios(citoplasmáticos(sensores(y(reguladores.(
Los! dominios! citoplasmáticos! sensores! más! abundantes! son! capaces! de!
detectar!pequeños!nutrientes,!como!aminoácidos!o!ácidos!carboxílicos,!niveles!
de! gases! o! luz! intracelular! (Szumant( H.( et( al,( 2007).! Entre! estos! dominos( se!
encuentran!el!anteriormente!citado!dominio!PAS,!capaz!de!percibir!pequeños!
nutientes,! que! fue! identificado! por! primera! vez! por! homología! de! secuencia!
con!proteínas!del!ritmo!circadiano!y!translocadores!nucleares!(Hoffman(E.(C.(et(
al,(1991),!y!el!dominio!GAF!(acrónimo!proviniente!de!las!siglas!en!inglés!de!las!
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proteínas! donde! se! encuentra! este! dominio,! las! cGMPCspecific(
phosphodiesterases,!Adenylyl( cyclases! y! Formate( hydrogenases)! que! detecta!
gases!como!O2/NO!en!el!TCSs!DevSPDevL!(GillesCGonzalez(M.(A.(et(al,(2008).!El!
40%!de! las!HKs!poseen!entre!uno!o!varios!de!estos!dominios! reguladores.!El!
dominio! PAS! está! formado! por! cinco! hebras! β! antiparalelas! recubiertas! de!
hélices!α!(Figura!4b).!Este!dominio!ha!sido!caracterizado!estructuralmente!de!
forma! aislada! para! diferentes! HKs! y! recientemente! fue! determinada! por!
primera!vez! su!estructura! junto!a! los!dominios! catalíticos!para! la!HK!VicK!de!
Streptococcus( mutans! (Wang( C.( et( al,( 2013).! Estudios! estructurales! y!
funcionales! han! mostrado! que! la! longitud! de! la! hélice! α! que! conecta! al!
dominio!PAS!con!los!dominios!catalíticos!que!lo!siguen!parece!ser!importante!
en!la!transmisión!de!la!señal!(Möglich(A.(et(al,(2009).!Por!su!parte,!el!dominio!
GAF! está! formado! por! una! hoja! β! antiparalela! central! formada! por! seis!
cadenas!que!está!flanqueda!en!una!de!sus!caras!por!cuatro!hélices!α!tanto!por!
los!extremos!aminoP!como!carboxiPterminal!(Ho(Y.(S.(et(al,(2000)((Figura!4b).(
Otro!dominio! abundante!en! las!HKs,! ya!que!está!presente!en!un!30%!de! los!
casos,!es!el!dominio!HAMP!(cuyas!siglas!en! inglés!provienen!de! las!proteínas!
donde! se! encuentra! este! dominio:! Histidine( quinasas,( Adenilate( cyclases,(
Metyltransferases! y!Phosphodiesterases).!Este!dominio!está! formado!por!dos!
hélices!α!paralelas!que!debido!a!la!naturaleza!dimérica!de!las!HKs,!forman!un!
haz!de!cuatro!hélices.!Estas!hélices!conectan! la!última!hélice!transmembrana!
con!dominos!citoplasmáticos,!por!ello!se!ha!propuesto!que!su!función!debe!de!
estar! relacionada!con! la!correcta! transducción!de! la! señal!hacía! los!dominios!
catalíticos!posteriores( (Hulko(M.(et(al,( 2006;(Bhate(M.(P.( et(al,( 2015)( (Figura!
4b).((
Recientemente!se!ha!descubierto!otra!familia!de!dominios!llamados!STAC!(del!
inglés! Signal( Transduction( Associated( Component)! encontrados! por! primera!
vez!en!la!HK!CbrA!de!Pseudomonas(asociada!al!transporte!de!solutos!a!través!
de! la!membrana! (Korycinski(M.( et( al,( 2015).(Al! igual! que! el! dominio! HAMP,!
anteriormente!citado,!está!formado!por!una!hélice!!que!se!extiende!desde!la!
región!transmembrana.!Actualmente!se!desconoce!si!su!función!es!similar!a!la!
del!dominio!HAMP.!
Dominios(citoplasmáticos(catalíticos((
En! las! HKs,! los! dominios! sensores! y! reguladores,! tanto! extracelulares! como!
intracelulares,!están!conectados!con!un!domino!catalítico!citoplasmático!que!
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juega! un! papel! fundamental! en! la! dimerización! de! las! HKs! y! que! alberga! el!
residuo!de!His!fosfoaceptor,!denominado!por!ello!DHp!(de!sus!siglas!en!inglés!
HistidineCphoshotransfer( Domain).! Está! formado! por! dos! largas! hélices! α!
antiparalelas!(1!y!2),!situándose!la!His!en!la!primera!de!ellas,!conectadas!
por!un!bucle!de! longitud!variable.!El!dominio!DHp!se!encuentra!conectado,!a!
su! vez,! al( dominio! catalítico! o! CA! (de! sus! siglas! en! inglés! Catalytic( y( ATPC
binding)! a! través! de! un! bucle! también! de! longitud! variable,! siendo! este!
dominio!el!encargado!de!unir! la!molécula!de!ATP!utilizada!para!fosforilar!a! la!
His!fosfoaceptora!del!DHp!(Figura!4)!(Casino(P.(et(al(2010).!!
El!dominio!DHp!posee!un!residuo!de!His!fosfoaceptor!conservado!que!inicia!las!
cascadas! de! fosforilación! que! se! llevan! a! cabo! durante! el! proceso! de!
transducción! de! señales! en! los! TCSs.! En! algunas! HKs! este! residuo! está!
sustituido! por! Asp,! Tyr! o! Arg! como! en! el! caso! de! DivL! donde! la! His!
fosfoaceptora! está! sustituida! por! una! Tyr! capaz! de! fosforilarse! (Wu( J.( et( al,(
1999).( Según! la! conservación! de! los! residuos! en! el! dominio! DHp,! las! HKs! se!
pueden! subdividir! en! cinco! subfamilias! diferentes:! HisKA,! HisKA_2,! HisKA_3,!
HWE_HK! y! tipo! CheA.! La! subfamilia!más! frecuente! es! HisKA! (aparece! en! un!
77%!de! las!HKs)!y! se!caracteriza!por!el!motivo!conservado!E/DxxT/NP! tras! la!
His! fosfoaceptora.! Ambos! residuos,! E/D! y! T/N,! son! importantes! para! la!
actividad! catalítica! de! la! proteína! (Willet( J.( W.( y( Kirby( J.( R.,( 2012).! Por! el!
contrario! en!HKs! pertenecientes! a! otras! subfamilias! este!motivo! conservado!
difiere! siendo! DxxxQ! para! HisKA_3! (Hyunh( T.( N.( et( al,( 2010)( y! RxxN! para!
HisKA_2!y!HWE_HK!(Figura!5).!En!el!caso!de!las!HKs!tipo!CheA!el!residuo!de!His!
fosfoaceptor!se!localiza!en!una!zona!más!aminoPterminal!que!en!el!resto!de!las!
HKs!por!lo!que!los!residuos!cercanos!a!la!His!difieren.!!
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Figura!5.!Conservación!de! la!hélice!1!del!dominio!DHp.!HMM!logo!para!las!HKs!tipo!HisKA,!
HisKA_2,!HisKA_3!y!HWE_HK.!El!residuo!de!His!fosfoaceptor!aparece!señalado!*.!
!
Existen! estructuras! tridimensionales! para! tres! de! las! cinco! familias!
anteriormente!enumeradas!siendo! la!subfamilia!HisKA_2!donde!se!encuentra!
la! única! estructura! en! forma! de! monómero.! El! estudio! comparativo! de! las!
estructuras! tridimensionales!de!este!dominio!nos!ha!permitido!discernir! tres!
zonas!definidas!a!lo!largo!de!la!hélice!1!en!el!DHp.!Una!primera!zona!que!se!
encuentra! en! la! parte! aminoPterminal! justo! anterior! a! la! His! fosfoaceptora!
(Figura! 6a).! Una! segunda! zona!más! conservada! que! abarca! la! parte! carboxiP
teminal,! o! inmediatamente! posterior! a! la! His,! formada! por! seis! residuos!
conservados! en! las! HKs,! HPD/EPL/IPY/RPT/NPP,! importantes! para! todos! los!
procesos! catáliticos! en! los! que! interviene! la! HK! (Figura! 6a).! Finalmente! una!
!*"
!*"
!*"
!*"
HisKA&
HisKA_2&
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HWE_HK&
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tercera!zona,!mucho!más!variable,!situada!a!continuación!de!la!segunda!y!que!
corresponde! al! final! de! la! hélice!α1! y! el! inicio! de! la! hélice!α2! junto! con! la!
correspondiente!conexión!entre!ambas!hélices! (Figura!6a)! (Bhate(P.(M.(et(al,(
2015).( La! variabilidad! de! esta! tercera! región! en! el! DHp! y! en! concreto! en! la!
conexión!entre!las!hélices!α1!y!α2,!genera!diferencias!en!la!disposición!relativa!
de! los! dominios! DHp! y! CA! en! las! HKs.! Entre! estas! diferencias! destaca! la!
direccionalidad!en! la!conexión!de! las!hélices!α1!y!α2,!habiéndose!observado!
casos! donde! estas! hélices! se! conectan! “a! izquierdas”,! como! la!HK!HK853! de!
Thermotoga(maritima,!mientras!que!en!otros!lo!hacen!“a!derechas”,!como!en!
el!caso!de!EnvZ!de!E.(coli.!Se!ha!sugerido!que!estas!diferencias!pueden!tener!
relevancia!en!los!procesos!catalíticos!de!la!proteína!(Figura!6)((Casino(P.(et(al,(
2009;(Albanesi(D.(et(al,(2009).!(
!
!
!
!
!
!
!
Figura! 6.! Direccionalidad! de! las! hélices!  1! y!  2! del! dominio! DHp.( (a)Representación!
individual!de!las!hélices!1!y!2!del!dominio!DHp!superpuesto.!Direccionalidad!“a!derechas”!
en!la!HK!HK853!(coloreada!en!diferentes!tonos!de!azul)!y!“a!izquierdas”!en!la!HK!EnvZ!(coloreada!
en! tonos!de! rojo).! Las! cadenas! laterales!de! las!His! fosfoaceptoras! aparecen! representadas! así!
como! las! tres! zonas! (1,! 2! y! 3)! de! la! hélice!1! definidas! en! el! texto.! (b)Superposición! de! la!
conexión!1!y!2!de!HK853!(coloreada!en!tonos!de!azul)!y!EnvZ!(coloreada!en!tonos!de!rojo).(
!
Por! otro! lado,! el! dominio! CA! o! dominio! de! unión! a! ATP! tiene! homología!
estructural!con!los!dominios!de!unión!a!nucleótido!de!las!ATPasas!de!la!familia!
GHL! (DNA! girasaB,! Hsp90! y!MutL).! La! estructura! tridimensional! del! dominio!
presenta! un! plegamiento! mixto!  / ,! formado! por! tres! hélices! !
empaquetadas!sobre!cinco!hebras!!antiparalelas.!De!esta!forma,! las!HKs!se!
incluyen!en!la!superfamilia!GHKL!con!un!nuevo!plegamiento!para!la!unión!del!
ATP,!denominado! “Bergerat! fold”! (Dutta(R.( y( Inouye(M.,( 2000;(Grebe(T.(W(y(
Stock(J.(B.,(1999).!Entre!dos!de!las!tres!hélices!!se!localiza!la!zona!de!unión!
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Figure S10. Comparison of HK853 and EnvZ four-helix bundles to highlight the 
different handedness of the connections between helices Į1 and Į2 in both proteins. 
 The two subunits forming the four-helix bundle are shown in light and dark blue for HK853 
and in d fferent shades of red for EnvZ, with helices as cylinders and the interhelical 
connector as a string. (A) Superimposition of the bundles, viewed from the interhelical 
connector, along the twofold axis. (B) Side-by-side view of both bundles with the twofold 
axis parallel to the sheet and vertical. The interhelical connectors are at the bottom. The 
phosphoacceptor His residue of each protein is shown in sticks representation.  
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del! nucleótido! tapada! por! una! conexión! llamada! ATPPlid! que! se! encuentra!
desordenada! cuando! el! nucleótido!no! está! unido! y! es! altamente! variable! en!
secuencia!y!longitud!(Figura!7).!!
!
Figura! 7.! Localización! de! las! cajas!
conservadas! del! dominio! CA! de! las! HKs.!
Estructura! tridimensional! del! dominio! CA!de!
la! HK! HK853! (PDB:3DGE).! En! rosa! se!
representan! las! hélices! α,! en! naranja! las!
hebras!β!y!en!gris! las!conexiones.!En!azul!se!
representan! las! cajas! catalíticas! conservadas!
N,! D,! F,! G1! y! G2! resaltando! las! cadenas!
laterales.! El! nucleótido! de! ADP! aparece! en!
verde.! También! se! define! la! localización! del!
ATPPlid!y!de!la!hélice!“gripper”.!!
!
!
!
Los!dominios!DHp!y!CA!presentan! zonas!altamente! conservadas!que!definen!
su!huella!dactilar!y! son!utilizadas!para! identificar!a! las!HKs.!De!este!modo!se!
han!definido!las!cajas!N,!D,!G1,!G2!y!F!para!el!dominio!CA!(Figura!7!y!8)!y!la!caja!
H!para!el!dominio!DHp!(Stock(J.(B.(et(al,(1989).!Estas!cajas!toman!sus!nombres!
de!residuos!catalíticos!conservados!presentes!en!ellas,!como!la!caja!H!de!la!His!
fosfoaceptora.! Por! su! parte,! la! caja! N! contiene! la! Asn! que! coordina! el! ión!
magnesio!quelado!por! los!fosfatos!del!ATP.!La!caja!D! incluye!el!Asp!que!es!el!
encargado!de!aportar!especificidad!por! la!adenina!del!nucleótido!de!ATP.!Las!
cajas! G! (G1! y! G2)! son! dos! regiones! ricas! en!Gly! que! dotan! de! flexibilidad! al!
bucle!que!forma!el!ATPPlid.!Finalmente,!la!caja!F!incluye!un!residuo!de!Phe!que!
se! localiza!al! inicio!del!ATPPlid!y! lo!ancla!por!este!extremo.!Recientemente!se!
ha!observado!que!este!residuo,!junto!con!otros!conservados!que!lo!preceden!
en!la!helice!5,!juegan!un!papel!relevante!en!la!interacción!entre!los!dominios!
DHp! y! CA,! denominándose! a! este! elemento! funcional! como! hélice! “gripper”!
(Figura!7!y!8)!(Bhate(M.(P.(et(al,(2015).!
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Figura!8.! Conservación! en! los! dominios! catáliticos! de! las!HKs.!Superposición!de! los!dominios!
catalíticos!de! las!HKs!HK853!y!EnvZ.!Las!estructuras!secundarias!aparecen!representadas!en! la!
parte! inferior! de! las! secuencias.! El! residuo! de! His! fosfoaceptora! aparece! resaltado! en! rojo,!
mientras!que!los!residuos!conservados!importantes!en!los!procesos!de!fosforilación!aparecen!en!
azul.!Las!cajas!formadas!por!estos!residuos!conservados!aparecen!también!señaladas.!!
!
Estas!cajas!se!conservan!en!las!subfamilias!HisKA,!HisKA_2!y!HisKA_3,!pero!no!
todas! aparecen! conservadas! en! la! subfamilia! HWE_HK! definida! más!
recientemente.! La! subfamilia! HWE_HK(no! posee! la! caja! F! y! los!motivos! que!
forman! las! cajas! G1! y! G2! son! ligeramente! diferentes.! Las! HKs! de! esta!
subfamilia!poseen!un!residuo!de!His!cercano!a!la!caja!N!y!un!residuo!de!Trp!y!
de!Glu!formando!el!motivo!WPXPEPXPGPGPP!que!se!localiza!en!la!posición!de!la!
caja! G1.! La! conservación! de! estos! tres! residuos,! H! W! y! E,! es! lo! que! da! el!
nombre!a!la!subfamilia!HWE_HK!(Karniol(B(y(Vierstra(R.(D.(2004). 
3.1.4.NClasificación!de!HKs.!
La!comparación!y!el!estudio!tanto!de!los!dominios!catalíticos!citoplasmáticos,!
altamente!conservados,!como!de!los!dominios!sensores,!mucho!más!variables,!
ha!llevado!a!diferentes!tipos!de!clasificaciones!en!las!HKs.!!
Inicialmente! la! clasificación! se! basaba! en! la! comparación! de! las! seis! cajas!
conservadas! en! los! dominios! citoplasmáticos! DHp! y! CA! anteriormente!
descritos! y! definían! 11! subfamilias! de!HKs! (Grebe( T.(W.( y( Stock( J.( B.,( 1999).(
Posteriormente! se! utilizó! tanto! la! secuencia! como! la! predicción! de! la!
estructura!secundaria!en!la!caja!H!de!HKs!en!arqueas!para!clasificar!a!las!HKs!
(Kim(D.(y(Forst(S.(2001).!(
A!pesar!de!que!estas! clasificaciones! reflejan! la!evolución!de! los!TCSs,! ya!que!
podían!asociar!subfamilias!de!HKs!con!sufamilias!de!RRs!(Grebe(T.(W.(y(Stock(J.(
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B.,( 1999),! olvidan! aspectos! funcionales! como! los! mecanismos! de! percibir! el!
estímulo! y!de! transduccir! la! señal!por!parte!de! las!HKs.! Estas! características,!
unidas! al! gran! número! de! dominios! sensores! que! han! ido! identificándose!
durante! los!últimos!años,!permitió! la!aparición!de!una!nueva!clasificación!de!
las! HKs! basada! en! la! naturaleza! y! la! localización! de! su! dominio! sensor! que!
divide!a!las!HKs!en!tres!grupos!(Mascher(T.(et(al,(2006).(!
!
El!primero!de!los!grupos,!llamado!HKs!con!sensores!periplásmicos,!es!capaz!de!
percibir! estímulos! extracelulares,! típicamente! solutos! y! nutrientes,! y! cuenta!
con! el!mayor! número! de!HKs! descubiertas.! Se! caracteriza! por! la! localización!
del! dominio! sensor! extracelular! o! periplásmico! entre! las! dos! hélices! TM.!
Dentro! de! este! grupo! encontramos! las! HKs! prototípicas:! PhoQ! sensora! de!
fosfatos!(Bader(M.(W.(et(al,(2005),!EnvZ!sensora!osmótica!(Khorchid(A.(M.(et(al,(
2005),!NarX!y!NarQ!capaces!de! responder!a! las! concentraciones!de!nitrato!y!
nitrito! en! el! ambiente! (Stewart( V.,( 2003),! así! como! CitA! y! DcuS! sensoras! de!
citratos!y!dicarboxilatos!de!cuatro!carbonos!(Reinelt(S.(et(al,(2003;(Pappalardo(
L.(et(al,(2003).!(
!
El! segundo! grupo! es! el! más! diverso! y! se! caracteriza! por! tener! el! dominio!
sensor!en!la!región!transmembrana.!La!subdivisión!de!este!grupo!se!debe!a!su!
función! y! al! número!de! hélices! transmembrana!que!posee.! Así! encontramos!
HKs! con! sólo! dos! hélices! TM! cuya! región! sensora,! localizada! entre! estas! dos!
hélices,! es! de! apenas! 25! aminoácidos! y! comprende! HKs! implicadas! en!
resistencia!a!antibióticos!como!las!HKs!tipo!LiaS!(Jordan(S.(et(al(2006).!Dentro!
de!las!HKs!conteniendo!entre!4!y!6!TMs!se!encuentra!DesK!que!está!implicada!
en! el! mantenimiento! de! la! funcionalidad! de! las! membranas! modulando! la!
composición! de! ácidos! grasos! según! la! temperatura! exterior! (Saita( E.( et( al,(
2015).!Con!6!TMs!se!encuentran!las!HKs!tipo!RegB(y!PrrB!muy!conservadas!en!
organismos!fotosintéticos!que!regulan!la!generación!y!utilización!de!la!energía!
en!procesos!como!fotosíntesis!o!respiración!aeróbica!y!anaeróbica!(Elsen(S.(et(
al,( 2004;( Ouchane( S.( y( Kaplan( S.,( 1999).! Entre! 6! y! 10! TMs! existen! HKs! que!
sensan!diferentes!péptidos!y! tienen! largas!conexiones!extracelulares!como! la!
HK!AgrC! implicada!en!virulencia! (Lyon(G.( J.( Y(Novick(R.(P.,( 2004).! Finalmente!
entre!12!y!20!TMs!nos!encontramos!HKs!como!CbrA!que!controla!la!expresión!
de!varias!rutas!catabólicas!en!respuesta!al!ratio!carbono/nitrógeno!intracelular!
(Nishijyo(T.(et(al,(2001).!!
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El!tercer!y!último!grupo!lo!componen!HKs!con!dominio!sensor!citoplasmático.!
En! este! tipo! de! HKs! la! señal! viene! del! citoplasma! o! desde! otras! proteínas!
ancladas! en! la! membrana.! Los! dominios! pueden! estar! integrados! en! la!
membrana! como! es! el! caso! de! la! HKs! sensoras! de! oxígeno,! FixL! (GillesC
Gonzalez( M.( A.( et( al,( 1991),! y! en! la! HK! ArcB! que! controla! condiciones!
respiratorias! (Iuchi( S.( y( Lin(E.(C.,( 1988).(Pueden! ser!dominios! citoplasmáticos!
asociados!a!proteínas!integrales!de!membrana!como!es!el!caso!de!la!HK!CheA!
que!regula!quimiotaxis!en!proteobacterias!(Bilwes(A.(M.(et(al,(2003).!O!pueden!
ser!dominios!con! localización!permanente!citoplasmática!como!en!el!caso!de!
NtrB,! una!HK! que! interviene! en! el!metabolismo! del! nitrógeno! (Krell( T.( et( al,(
2010).!!
!
Normalmente!existe!una!correlación!entre!la!arquitectura!del!dominio!sensor,!
la! conservación! de! la! secuencia! de! los! dominios! catalíticos! y! la! distribución!
filogenética.! Sin! embargo,! no! siempre! ocurre! así! y! hay! algunas! excepciones!
que! hacen! difícil! una! única! clasificación! que! tenga! en! cuenta! características!
funcionales!y!filogenéticas.!!
!
3.2N!REGULADORES!DE!LA!RESPUESTA.!
Los! RRs! forman! el! segundo! componente! en! los! TCSs! y! son! proteínas!
fosfoaceptoras! citosólicas! que! desencadenan! la! respuesta! del! sistema.! Los!
primeros! genes! secuenciados! correspondientes! a! RRs! fueron! Spo0A! de! B.(
subtilis( y! CheY! de! E.( coli( en! los! años! 1984P1985! (Ferrari( F.( A.( et( al,( 1985;(
Matsumura( P.( et( al,( 1984).( Por! otra! parte,( las! primeras! estructuras!
tridimensionales,!obtenidas!mediante!difracción!de!rayos!X,!de!un!RR!tanto!en!
estado!inactivo!como!en!estado!activo/fosforilado!correspondieron!al!RR!CheY!
de!S.(typhimurium!y!E.(coli(respectivamente((Stock(A.(M.(et(al,(1989;(Lee(S.(Y.(et(
al,( 2001).( Posteriormente! y! hasta! nuestros! días! se! han! ido! sumando! más!
estructuras!de!forma!que!hay!más!de!200!estructuras!de!RRs!depositadas!en!la!
base!de!datos!Protein(Data(Bank((PDB).!
Un! RR! se! compone! de! dos! dominios,! un! dominio! denominado! REC! (de! sus!
siglas!en! inglés!RECeiver(domain)!y!otro!denominado!efector.!El!dominio!REC!
es!el!dominio!catalítico!o!aceptor!de!fosforilo!y!está! localizado!en!el!extremo!
aminoPterminal! de! la! proteína.! Contiene! un! residuo! de! Asp! conservado! que!
actúa! de! residuo! fosfoaceptor! así! como! otros! residuos! conservados!
importantes!en!el!proceso!de!fosforilación.!El!dominio!efector!está! localizado!
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en!el!extremo!carboxiPterminal! y!de! forma!general! actúa!desencadenando! la!
respuesta!final!(Figura!9).!
!
!
Figura!9.!Estructura!tridimensional!del!RR!KdpE!tipo!OmpR/PhoB.!Estructura!completa!del!RR!
KdpE!(PDB:4KNY)!mostrando!los!dos!dominios!REC!y!efector.!En!morado!aparecen!coloreadas!las!
5!hebras!β!que!componen!el!dominio!REC,!en!verde!las!5!hélices!α!y!en!negro!las!conexiones.!El!
dominio!efector!de!unión!a!ADN!tipo!wHTH!aparece!coloreado!en!naranja.!El!Asp!fosfoaceptor!
aparece!señalado!en!rojo!así!como!las!estructuras!secundarias!que!forman!el!dominio!REC!y!las!
zonas!aminoPterminal!y!carboxiPterminal.!
!
El!dominio!aceptor!o!REC!fue!definido!por!primera!vez!en!1988!(Kofoid(E.(C(y(
Parkinson( J.(S.,(1988)(y!presenta!homología!estructural!a! la!porción!catalítica!
de! las! haloácido! dehalogenasas! (HAD).! Es! un! dominio! con! una! estructura!
secundaria!muy! conservada! pese! a! que! puede! presentar! baja! homología! de!
secuencia! (puede! ser! inferior! al! 25%! entre! diferentes! RECs).! Muestra! una!
topología!de!hebras!β!y!hélices!α!alternadas!donde!cinco!hebras!β!forman!una!
hoja!β!paralela!central!rodeada!por!dos!hélices!α!en!un!lado!y!tres!hélices!α!en!
el!otro.!Los!residuos!catalíticos!para!la!fosforilación!se!encuentran!en!la!parte!
carboxiPterminal! de! cada! una! de! las! hebras! β! que! componen! este! dominio!
(Figura!9).!
!
El! dominio! efector! por! el! contrario! es! más! variable! entre! los! distintos! RRs.!
Posee! una! amplia! variedad! de! arquitecturas! tridimensionales! que! se!
correlacionan! con! las! diferentes! funciones! que! pueden! llevar! a! cabo,! tales!
como! la! interacción! con! ADN,! interacción! con! ARN,! interacción! con! otras!
proteínas! o! catalizar! una! reacción! enzimática! (Figura! 10).! Finalmente,! este!
dominio!está!ausente!en!un!20%!de!los!RRs!bacterianos!y!en!un!50%!de!los!RRs!
de!arqueas!!secuenciados!(Jenal(U.(y(Galperin(M.(Y.,(2009).!
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Figura!10.!Clasificación!de! los!dominios!efectores!en! los!RRs!bacterianos.!La!distribución!para!
cada! tipo! de! dominio! efector! en! los! RRs! aparece! en! el! gráfico! circular.! Alrededor! aparecen!
representadas!algunas!de!las!estructuras!de!dominios!efectores.!En!azul!aparecen!los!dominios!
de!unión!a!ADN!tipo!HTH!del!RR!NarL!(PDB:4HYE)!y!del!tipo!wHTH!del!RR!OmpR!(PDB:2GWR).!En!
gris!se!representan!los!dominios!enzimático!tipo!GGDEF!del!RR!PleD!(PDB:3IGN),!tipo!cPdiPGMP!
fosfodiesterasa!del!RR!RpfG!(PDB:1YOY)!y!del!RR!CheB!(PDB:3SFT).!En!amarillo!se!representa!el!
dominio!efector!de!unión!a!proteinas!del!RR!CheW!(PDB:3UR1)!y!en!naranja!el!dominio!de!unión!
a!ARN!del!RR!AmiR!(PDB:1S8N).!
!
La! diferente! función! y! arquitectura! que!presentan! los! dominios! efectores! ha!
servido! para! clasificar! a! los! RRs.! Los! RRs! con! dominios! efectores! capaces! de!
interaccionar!con!el!ADN!actúan!como!factores!de!transcripción!regulando! la!
expresión!génica!y!representan!el!69,3%!de! los!RRs!conocidos!hasta!2016.!La!
arquitectura!predominante!de!estos!dominios!es!de!hélicePvueltaPhélice!o!HTH!
(de! sus! siglas!en! inglés!HelixCTurnCHelix)! y! la! variante! con! forma!alada!wHTH!
(de!sus!siglas!en!inglés!winged(HelixCTurnCHelix).!Así,! la!presencia!del!dominio!
wHTH!es!característico!de!la!subfamilia!OmpR/PhoB,!ya!que!fue!en!estos!RRs!
donde! se! describió! (MartinezCHackert( E.( y( Stock( A.( M.,( 1997),! e! incluye!
aproximadamente!el!30%!de!todos!los!RRs.!El!efector!tipo!HTH!aparece!en!un!
17%!de! los!RRs!y!es!característico!de! la!subfamilia!NarL/FixJ! (Milani(M.(et(al,(
2005)( (Figura! 10).! La! subfamilia! NtrC/DctD! posee! un! dominio! AAA+! ATPasa!
fusionado!a!un!dominio!HTH!tipo!Fis!y!lo!forman!un!10%!de!los!RRs!(Batchelor(J.(
D.(et(al,(2008).!Una!subfamilia!minoritaria!descrita!más!recientemente,!ya!que!
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binding domain and are generally assumed to
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results in homo-oligomer and, most commonly,
dimer formation. Dimerization of the RR is typically
accompanied with increased affinity of the RR ability
for specific DNA-binding motifs, which are commonly
direct or inverted repeats. This pri cipal mechanism
has been observed for most DNA-binding RR
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largest subfamily of all DNA-binding RR and dis-
play winged helix-turn-helix and helix-turn-helix
(HTH) effector domains, respectively. Phosphory-
lation, activation and dimerization of these sub-
groups follow the paradigm discussed above.
Details on how phosphorylation relates to increased
DNA-binding affinity and promoter activation are
beyond the scope of this broad review, and we refer
the reader to dedicated articles [164,165].
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son!sólo!el!3%!de!los!RRs,!es!la!subfamilia!LytTR!cuyos!RRs!poseen!un!inusual!
dominio!en!plegamiento!de!hebras!!(Sidote(D.(J.(et(al,(2008).!
El!grupo!de!RRs!cuyo!dominio!efector!es!enzimático,!representan!el!8%!de!los!
RRs! secuenciados! y! está! mucho! más! diversificado.! Dentro! de! este! grupo!
aparecen! RRs! con! dominios! efectores! del! tipo! GGDEF! los! cuales! tienen!
actividad! diguanilato! ciclasa! (Chan( C.( et( al,( 2004),! tipo! CheB! con! actividad!
metilesterasa! (Djordjevic( S.( et( al,( 1998)( o! tipo! cPdiPGMP! fosfodiesterasa!
(Tamayo(R.(et(al,(2005)((Figura!10).!!
Los! RRs! cuyo! dominio! efector! realiza! su! función! por! la! interacción! con! otras!
proteínas! conforman!el! 1,7%!de! los!RRs!descritos! hasta! el!momento! y! están!
formados!mayoritariamente!por!el!dominio!aceptor!tipo!CheW!(Rosario(M.(et(
al,(1994)((Figura!10).!(
En! menor! proporción,! se! encuentran! los! dominios! efectores! capaces! de!
interaccionar!con!el!ARN!y!que!representan!tan!sólo!un!1%.!Hasta!el!momento!
se! han! descrito! el! dominio! ANTAR! (de! sus! siglas! en! inglés! !AmirR( and( NasR(
Transcription( Antitermination( Regulators),! que! tiene! como! función! principal!
prevenir! la! terminación! de! la! transcripción! mediada! por! terminadores! rhoP
independientes! (Figura! 10)! (Shu( C.( J.( y( Zhulin( I.( B.,( 2002),( y! el! dominio!
caracteristico!del!RR!CsrA!cuya! función!es!aún!desconocida! (Romero(T.(et(al,(
1998).!!
Finalmente,! aquellos! RRs! que!no!poseen!dominio! efector! y! que!por! lo! tanto!
sólo!poseen!el!dominio!REC!pueden!interaccionar!con!otras!proteínas!a!través!
de!este!dominio!REC.!Este!es!el!caso!de!CheY!que!forma!parte!de!la!maquinaria!
de!quimiotaxis!en!muchos!organismos!(Szurmant(H.(y(Ordal(G.W.,(2004).!
!
La!organización!de!los!diferentes!tipos!de!RRs!a!lo!largo!de!todos!los!filos!no!es!
casual.! Existen! ciertos! tipos! de! RRs! que! están! ausentes! en! algunos! filos!
bacterianos,! lo! que! aporta! información! acerca! de! las! peculiaridades! en! la!
transducción! de! la! señal! que! representan! los! microorganismos! de! este! filo!
(Galperin(M.(Y.,(2006).!!
!
4.N!MECANISMO!DE!SEÑALIZACIÓN!DE!UN!SISTEMA!DE!DOS!COMPONENTES!
CANÓNICO.!
La! transducción! de! la! señal! en! los! TCSs,! según! experimentos! in( vitro,! es! un!
proceso! unidireccional! desencadenado! por! la! señal! en! la! HK! e! implica! una!
cascada!de!fosforilaciones.!El!proceso!en!un!sistema!canónico!se! inicia!con! la!
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autofosforilación! del! residuo! de! His! del! dominio! DHp! en! la! HK! desde! una!
molécula! de! ATP! unida! en! el! dominio! CA! (Figura! 11a).! Esto! genera! una! HK!
fosforilada!(HKPP)!que!reconoce!a!su!RR!pareja!desfosforilado!y!le!transfiere!el!
grupo!fosforilo!del!residuo!de!His!al!Asp!fosfoaceptor!del!dominio!REC!del!RR!
en!una! reacción!denominada! fosfotransferencia! (Figura!11b).! La! fosforilacion!
induce!cambios!conformacionales!en!el!RR!llevándolo!a!un!estado!activado!con!
el!consiguiente! inicio!de!la!respuesta!del!sistema.!Finalmente,!y!para!detener!
el! proceso! de! señalización,! el! RR! pierde! el! grupo! fosforilo! en! la! reacción! de!
desfosforilación,!un!proceso!mediado!por!el!propio!RR!o!inducido!bien!por!su!
HK!pareja!(Figura!11c)!o!bien!por!fosfatasas!externas.!
!
Figura! 11.! Mecanismo! de! transducción! de! señal! en! los! TCSs! canónicos.! (a)Reacción! de!
autofosforilación!en!la!HK!debida!al!ataque!nucleofílico!de!la!His!fosfoaceptora!sobre!el!fosfato!γ!
del!ATP!provocando!su!fosforilación,!HisPP.!(b)Reacción!de!fosfotransferencia!entre!la!HisPP!de!la!
HK!y!el!Asp!fosfoaceptor!del!RR,!generando!AspPP.!(c)Reacción!de!desfosforilación!del!AspPP!del!
RR!por!la!His!fosfoaceptora!de!la!HK!generando!la!salida!de!un!grupo!fosfato!y!la!desfosforilación!
del!RR.!!
4.1N! SEÑALIZACIÓN.! DESDE! EL! EXTERIOR! HASTA! EL! CITOPLASMA! DE! LA!
CÉLULA.!
Una!vez!que!el!dominio!sensor!capta!la!señal!extracelular!o!periplásmica,!la!HK!
propagará! la! señal,! a! lo! largo! de! su! eje! vertical! y! a! través! del! dominio!
transmembrana,! hasta! los! dominios! citoplasmáticos! iniciando! la! cascada! de!
fosforilación!necesaria!para!la!transducción!de!la!señal.!De!esta!forma!la!señal!
induce! cambios! conformacionales! en! el! dominio! sensor! que! se! propagarán!
hacia!la!última!hélice!TM!que!conecta!con!la!porción!citoplasmática((Bhate(M.(
P(et(al,(2015).!Estudiando!diferentes!HKs!se!han!postulado!diferentes!modelos!
de!propagación!basados!en!el!movimiento!relativo!de!esta!hélice!en!el!dímero:!
movimiento! en! forma! de! pistón! como! ocurre! con! el! quimiorreceptor! Tar!
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(Chervitz(S.(A(y(Falke(J.(J.,!1996),!en!forma!de!tijera!para!PhoQ!(Molnar(K.(S.(et(
al,( 2014)! o! rotacional! para! LuxQ! (Neiditch( M.( B.( et( al,( 2006).! Sin! embargo,!
estos!mecanismos!no!son!excluyentes,!ya!que! los!estudios!cristalográficos!de!
los!dominios!sensores!de!PhoQ!y!del!quiomioreceptor!Tar!en!estado!inactivo!y!
en! estado! activo! sugieren! una! combinación! de! los! mecanismos! de! pistón! y!
tijera!(Chervitz(S.(A(y(Falke(J.(J.,!1996;(Molnar(K.(S.(et(al,(2014).!
!
La! posterior! propagación! de! la! señal! desde! la! segunda! hélice! TM! hacia! los!
dominios!citoplasmáticos!catalíticos!(DHp!y!CA)!no!está!tan!estudiada!pero!la!
información!obtenida!de!diferentes!dominios!como!el!HAMP,!que! forma!una!
extensión!de!las!hélices!TM,!ha!permitido!entender!un!poco!más!el!mecanismo!
de! transducción.! Hulko! y! colaboradores! resolvieron! la! estructura!
tridimensional!del!dominio!HAMP!(Hulko(M.(et(al,(2006),!que!conecta!la!última!
hélice!TM!con!la!hélice!α1!del!dominio!DHp,!y!postularon!que!tras!la!rotación!
de!las!TMs!que!se!da!al! iniciarse!la!transducción,! la!señal!se!propaga!a!través!
del! dominio! HAMP! alterando! su! empaquetamiento! por! la! rotación! de! las!
hélices! adyacentes! (Moukhametzianov( R.( et( al,( 2006).( De! este! modo! el!
movimiento! extracelular! es! transducido! vía! las! hélices! TM! y! las! hélices! del!
dominio! HAMP! hasta! la! hélice! α1! del! dominio! DHp,! donde! se! encuentra!
ubicada! la! His! fosfoaceptora.( En! HKs! sin! dominio! HAMP,! otros! dominios!
citoplásmaticos! como! los! dominios! STAC! definidos! anteriormente! o! como! el!
dominio!PAS!o!GAF!podrían!realizar!esta!función!transmisora!de!la!señal.!
Otro! punto! importante! en! la! tranducción! de! la! señal! son! los! llamados!
“conectores! helicoidales”! que! se! localizan! entre! los! dominios! sensores!
citoplasmáticos,! como!el!PAS!y!el!HAMP,!y!el!dominio!DHp!y!que!mantienen!
una! longitud! constante! con! un! número! de! residuos!múltiplo! de! siete.! Estos!
conectores! podrían! ser! los! responsables! de! transducir! el! cambio!
conformacional! simétrico! que! se! da! en! los! dominios! sensores! aminoP
terminales! a! movimientos! asimétricos! que! han! sido! observados! en! los!
dominios!catalíticos!carboxiPterminales!de!las!HKs!(Bhate(M.(P.(et(al,(2015).!La!
función!de!estos!conectores!esta!apoyada!por!estudios!funcionales!que!indican!
que!mutaciones!que!fijan!estas!conexiones!bloquean!selectivamente!alguna!de!
las!actividades!del!enzima!(Bhate(M.(P.(et(al,(2015).(!
!
Estos! movimientos! finalmente! llegan! al! dominio! DHp! por! la! hélice! α1,!
provocando! la! rotación! y! flexión! de! las! cuatro! hélices! que! conforman! el!
domino! DHp.! Como! consecuencia! de! estos! movimientos! la! superficie! del!
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dominio!DHp!expuesta!al!dominio!CA! también!cambia.! La! señal! se! transduce!
en! el! cambio! de! la! disposición! relativa! de! ambos! dominios! vía! los! contactos!
entre!ellos!y!gracias!a!la!flexibilidad!de!la!región!que!los!conecta.!Dependiendo!
del!movimiento!relativo!de!las!hélices!que!forman!el!DHp,! la!disposición!final!
del! CA! podría! permitir! bien! el! alineamiento! de! la! mólecula! de! ATP! y! la! His!
aceptora! para! que! se! lleve! a! cabo! la! reacción! de! autofosforilación! o! bien!
exponer!el!sitio!idóneo!para!la!unión!del!RR!y!que!se!lleve!a!cabo!la!reacción!de!
fosfotransferencia!o!desfosforilación!del!RR.!!
4.2N!REACCIÓN!DE!AUTOFOSFORILACIÓN.!!
La! autofosforilación! es! el! primer! paso! en! la! cascada! de! señalización! que! se!
lleva!a!cabo!durante!la!transducción!de!la!señal!en!los!TCSs.!La!HK!se!fosforila!
en! el! átomo! de! nitrógeno! ɛ! de! la! His! fosfoaceptora! del! dominio!DHp! con! el!
fosfato!γ!de!una!molécula!de!ATP!que!se!une!en!el!dominio!CA!(Figura!11a).!El!
aumento!de!estructuras!tridimensionales!de!HKs!obtenidas!en!los!últimos!años,!
ha! permitido!descifrar! el!mecanismo!de! autofosforilación! así! como,! definir! y!
localizar!las!zonas!en!el!dominio!DHp!claves!para!cada!uno!de!los!procesos!que!
se!llevan!a!cabo!durante!la!transducción!de!la!señal.!También!se!ha!mostrado!
la!alta!plasticidad!que!presentan!los!dominios!catalíticos!de!las!HKs!lo!que!les!
permite! a! los! dominos! DHp! y! CA! adquirir! diferentes! orientaciones! relativas.!
Esta!cualidad,!que!se!observó!en!el!estudio!estructural!de!la!HK!DesK,!puso!de!
manifiesto! la! importancia! del! conector! DHpPCA! que! actuaría! de! visagra!
permitiendo!que!el!domino!CA!adopte!diferentes!orientaciones!con! respecto!
al! DHp! para! realizar! las! diferentes! reacciones! enzimáticas! como! la!
autofosforilación! (Albanesi( D.( et( al,( 2009).! Ensayos! de! mutagénesis! dirigida!
también!han!demostrado!que!en! la! reacción!de!autofosforilación! intervienen!
residuos!tanto!del!domino!CA!como!del!DHp!(Marina(A.(et(al,(2001;(Depardieu(
F.(et(al,(2003).!! ! !
La!naturaleza!homodimérica!de!las!HKs!posibilita!que!la!molécula!de!ATP!unida!
a!un!dominio!CA!pueda!usarse!para!fosforilar!la!His!de!esa!misma!molécula!(de!
forma! intramolecular)! o! para! fosforilar! la! His! de! la! otra!molécula! (de! forma!
intermolecular)! del! dímero.! De! forma! habitual! se! ha! denominado! a! la!
autofosforilación! intramolecular! e! intermolecular! como! autofosforilación! en!
cis! y! en! trans( respectivamente.! En! un! primer! momento! se! demostró!
bioquímicamente!la!autofosforilación!en!trans!para!las!HKs!EnvZ!y!NtrB!que!ha!
sido!el!paradigma!durante!muchos!años!(Ninfa(E.(G.(et(al,(1993;(Swanson(R.(V.(
et( al,( 1993).( Estas! observaciones! llevarón! a! postular! como! universal! la!
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autofosofrilación!en! trans! para! las!HKs,!explicando!así! la!naturaleza!dimérica!
de!estos!enzimas.!Fue!en!el!año!2009!en(el!laboratorio!del!Dr.!Alberto!Marina,!
donde! se! ha! realizado! esta! Tesis! Doctoral,! cuando! se! demostró!
bioquímicamente!la!cisPautofosforilación!en!las!HKs!HK853!y!PhoR!(Casino(P.(et(
al,(2009).!Estas!observaciones!evidenciaron!la!alternancia!en!la!direccionalidad!
de!la!reacción!de!autofosforilación!entre!HKs,!confirmada!posteriormente!con!
la! caracterización! de! otros! sistemas.! Esto! llevó! al! grupo! a! proponer! la!
existencia!de!una!relación!entre!la!conexión!de!las!hélices!1P2!del!dominio!
DHp,!nombrada!en!apartados!anteriores,!con!la!direccionalidad!de!la!reacción!
de!autofosforilación.!Los!estudios!realizados!en!esta!Tesis!Doctoral!han!puesto!
de! manifiesto! las! bases! moleculares! de! la! autofosforilación! y! su!
direccionalidad.! Nuestros! datos! sobre! el! mecanismo! de! autofosforilación,!
junto! con! los! datos! obtenidos! en! el! laboratorio! del! Dr.! Pedro! Alzari,! han!
permitido!definir!claramente!los!residuos!determinantes!en!dicha!reacción!y!se!
tratarán!posteriormente!en!la!sección!de!resultados.!!
!
Actualmente!existen!en!la!bibiografía!datos!bioquímicos!y!estructurales!de!HKs!
pertenecientes!a!la!familia!HisKA!cuya!fosforilación!se!lleva!a!cabo!en!cis!como!
HK853,!PhoR!y!ArcB!(Casino(P.(et(al,(2009;(PenaCSandoval(G.(R.(y(Georgellis(D.,(
2010)!y!en!trans(como!AgrC,!AtoS,!CpxA,!EnvZ,!NtrB!y!VirA!(George(Cisar(E.(A.(
et(al,( 2009;(Kyriakidis(D.(A.( et(al,( 2008;( Swanson(R.(V.( et(al,( 1993;(Cai( S.( J.( y(
Inouye( M.,( 2003;( Ninfa( E.( G.( et( al,( 1993;( Brencic( A.( et( al,( 2004).( Para! las!
familias!HisKA_2!y!HisKA_3!los!resultados!obtenidos!hasta!la!fecha!demuestran!
autofosforilación!en!trans(para(DesK((Trajtenberg(F.(et(al,(2010).!Sin!embargo,!
la!razón!de!por!qué!algunas!HKs!de!la!subfamilia!HisKA!se!autofosforilan!en!cis!
y! otras! en! trans! sigue! siendo! aún! desconocida.! Los! estudios! en! la!
direccionalidad!de! la!autofosforilación!serán!abordados!en!el!desarrollo!de! la!
Tesis.!!
4.3N! RECONOCIMIENTO! HKNRR.! Reacción! de! fosfotransferencia! y!
desfosforilación.!
Una! de! las! principales! características! de! los! TCSs! es! la! especificidad! que!
asegura!que!la!activación!de!una!determinada!HK!por!un!estímulo!finalice!con!
una!respuesta!específica!vía!un!único!RR.!Esta!especificidad!viene!determinada!
por! la!extremada! fidelidad!observada!entre!HKs!y!RRs,!de!modo!que!una!HK!
suele!trabajar!exclusivamente!con!un!RR,!a!pesar!de!existir!decenas!o!cientos!
de!éstos!en!la!misma!célula.!Por!ello,!el!reconocimiento!e!interacción!entre!un!
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HKPRR! que! componen! un! TCS! es! altamente! específico! (Skerker( J.( M.( et( al.,(
2005).! Además,! este! reconocimiento! presenta! particularidades,! ya! que! el!
reconocimiento! HKPRR! se! lleva! a! cabo! en! dos! momentos! del! proceso! de!
transducción! de! la! señal,! durante! la! fosfotransferencia! del! grupo! fosforilo!
desde! la! His! fosfoaceptora! de! la! HK! hasta! el! Asp! del! RR! y! durante! la!
desfosforilación! del! RR! mediada! por! su! HK.! En! la! primera! reacción,! la! HK!
fosforilada!debe! reconocer! al! RR!desfosforilado,!mientras! que!en! la! segunda!
reacción!nos!encontramos!en!el!caso!inverso.!!
En!los!últimos!años!se!ha!avanzado!de!forma!considerable!en!el!conocimiento!
de! las! bases! moleculares! del! reconocimiento! HKPRR! por! la! combinación! de!
ensayos! funcionales! y! estructurales,! sin! embargo! aún! estamos! lejos! de!
conocer!como!estas!proteínas!llegan!a!distiguir!el!estado!de!fosforilación!de!su!
pareja.!!
!
Los!primeros!datos!sobre!el!reconocimiento!HKPRR!se!obtuvieron!por!ensayos!
de! mutagénesis! dirigida! en! HKs! y! RRs! que! selectivamente! comprometían! la!
capacidad! de! fosfotransferir! o! desfosforilar! al! RR! (Tzeng( Y.( L.( y( Hoch( J.( A.,(
1997;(Hsing(W.(et(al,(1998;(Brandon(L.(et(al,(2000;(JaniakCSpens(F.(y(West(A.(H.,(
2000; Saito( K.( et( al,( 2003;( Qin( L.( et( al,( 2003).( Este! tipo! de! estudios! con!
diferentes!TCSs!delimitaron!zonas!comunes!para!HKs!y!RRs!en!diferentes!TCSs!
que! jugarían! un! papel! importante! en! el! reconocimiento! HKPRR,! aúnque! no!
permitieron!concluir!posiciones!exactas!conservadas!que!interviniesen!en!este!
proceso!para!todos!los!TCSs.!!
Recientemente,! análisis! computacionales! de! coevolucion! en! TCSs! han!
permitido!localizar!varias!de!estas!posiciones!en!las!hélices!α1!y!α2!del!DHp!de!
la! HK! así! como! en! la! hélice! α1! y! en! las! conexiones! α4Pβ4! y! α5Pβ5! del! RR!
(Skerker( J.( M.( et( al,( 2008;( Procaccini( A.( et( al,( 2011).! Estos! estudios! han!
permitido!“reprogramar”!el! reconocimiento!y!especificidad!de!una!HK!por!su!
RR!con!la!mutación!de!tan!sólo!3!posiciones!en!la!HK!o!4!posiciones!en!el!RR!
(Skerker( J.(M.( et( al,( 2008;( Bell( C.(H.( et( al( 2010;( Podgornaia(A.( I( et( al,( 2013).!
Complementando!estos!ensayos!informáticos!y!bioquímicos,!se!han!generado!
recientemente! datos! estructurales! de! complejos! HKPRR! que! han! permitido!
observar!esta!interacción.!En!concreto,!el!complejo!formado!por!la!HK!HK853!y!
el!RR!RR468!de!T.(maritima,!resuelta!en!el! laboratorio!del!Dr.!Alberto!Marina!
donde! se! ha! realizado! esta! Tesis! Doctoral,! ha! supuesto! la! primera! de! estas!
estructuras!(Casino(P.(et(al,(2009).!En!esta!estructura,!que!funcionalmente!ha!
sido!propuesta!como!una!visión!de!la!reacción!de!desfosforilación,!se!confirma!
INTRODUCCIÓN!
!
31!!
que!la!!hélice!α1!del!DHp!de!la!HK!y!la!hélice!α1!y!el!bucle!de!conexión!β5Pα5!
del!RR!son!los!elementos!estructurales!primarios!utilizados!por!estas!proteínas!
para!interaccionar.!Además,!la!estructura!reveló!cambios!conformacionales!en!
elementos!estructurales!adicionales!altamente! influenciados!por!el!estado!de!
fosforilación!de! la!proteína,!abriendo!la!puerta!a!que!estos!elementos!fueran!
claves! en! el! reconocimiento! del! estado! de! fosforilación! de! la! pareja.! Estos!
cambios! conformacionales! se! dan! en! el! bucle! que! conecta! β3Pα3! en! el! RR,!
permitiendo!su!interacción!con!el!dominio!CA!de!la!HK!y!con!el!ATPPlid,!y!en!el!
bucle!de!la!conexión!β4Pα4!del!RR!que!permite!su!interacción!con!la!conexión!
entre!el!DHp!y!el!CA!de!la!subunidad!contraria!del!dímero.!Estos!contactos!se!
dan!gracias!a! la!disposición!simétrica!que!presenta! la!HK,! también!observada!
en!la!conformación!fosfatasa!de!la!HK!DesK!(Casino(P.(et(al,(2009;(Trajtenberg(
F.( et( al,( 2016),( y! gracias! a! la! disposición! abierta! del! bucle! α1P1! del! RR!
(Robinson(V.(L.(et(al,(2000).!Esta!conformación!abierta!del!RR!no!sólo!aparece!
en!los!complejos!fosfatasa!HK853PRR468!y!DesKPDesR,!también!aparece!en!las!
estructuras! de! RRs! sólos! fosforilados! y! permite! el! acceso! del! Asp! catalítico!
fosforilado!a!la!HK!(Figura!12).!
!
Figura!12.!Superficie!de!interacción!entre!HKNRR.!Figura!3!
adaptada!de!Podgornaia(A.( I.( et( al,( 2013.! Representación!
de! la! zona!de! interacción!entre!el!dominio!DHp!de! la!HK,!
HK853! en! color! púrpura! y! del! RR! RR468! en! verde!
(PDB:3DGE).!Las!cadenas!laterales!de!los!residuos!de!His!y!
Asp! fosfoaceptores! en! la! HK! y! el! RR! respectivamente!
aparecen!representados!en!rojo,!al!igual!que!el!sulfato!que!
ocupa!la!posición!del!fosfato.!Los!residuos!que!forman!las!
interacciones! entre! HKPRR! aparecen! representados! como!
esferas!naranjas,!para!HK853,!y!rojas,!para!RR468.!
!
!
Otras!dos!estructuras!de!complejos! formados!entre!una! fosfotransferasa!y!el!
dominio!REC!de!su!RR!apoyan!este!modelo!de!reconocimiento.!En!concreto,!el!
complejo!Spo0BPSpo0F! (Zapf( J.(et(al,(2000)(de(B.( subitlis(y!ChpTPCtrA! (Willett(
J.W.( et( al,( 2015)( de( Brucella( abortus,! muestran! contactos! entre!
fosfotransferasa!y!REC!similares!a!los!observados!en!el!complejo!HK853PRR468,!
a!pesar!de!que!Spo0B!y!ChpT!no!son!HKs!canónicas,! sino! fosfotransferasas!y!
poseen! un! domino! CA! reminiscente! que! no! puede! unir! nucleótido.! Por! otra!
parte,!se!dispone!de!datos!estructurales!de!un!complejo!canónico!formado!por!
the structural plasticity and dynamic nature reported for the CA
domain (Albanesi et al., 2009). RR468* has an almost identical
structure to RR468 in the two functional complexes, HK-RR
and HK*-RR*, with an rmsd of 0.6 A˚ (Table 3).
Despite high similarity at the domain level, the arrangement
and relative orientation of the kinase with respect to the regulator
differs in the rewired complex. In particular, RR468* is rotated
17.5! and translated 0.5 A˚ along the DHp domain, such that
the angle between a1 of HK853* (residues 246–279) and a1 of
RR468* (residues 12–26), the two key structural elements for
complex formation, is 21.6! (Figure 3B). In the HK-RR complex,
this same angle is 31.7! (Figure 3B). Because of this rotation, the
HK853*-RR468* complex has a more parallel orientation be-
tween a1 in the regulator and the kinase helical bundle. In this
orientation, RR468* loses some interactions with the DHp a-helix
2 and increases interactions with the CA domain. In particular,
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Figure 3. Crystal Structures of the Wild-
Type Complex HK-RR, the Rewired and
Functional HK*-RR* Complex, and the
Impaired HK-RR* Complex
(A–C) Cartoon representations of HK-RR complex
with HK853 bound to ADP and RR468 D53 bound
to SO4 (A), HK*-RR* complex with HK853* bound
to ADP and RR468* D53 bound to BeF3
" (B), and
HK-RR* complex with HK853 bound to ADP and
RR468* D53 bound to BeF3
" (C). Left: cartoon
representations of the overall structure of the three
complexes formed by a homodimeric HK (blue
with one subunit transparent) bound to two mole-
cules of RR (yellow-green with one molecule
transparent). In each complex, the ATP-lid in the
HK and the b3-a3 linker in the RR are colored in
black; the phosphorylatable residues H260 and
D53 as well as bound ligands ADP, sulfate (SO4),
and beryllium trifluoride (BeF3) are shown as
sticks. Middle: the angle formed between the in-
teracting helices HK a1 (246–279) and RR a1 (12–
26) for each complex is shown. Right: HK-RR
interface shown by the DHp domain (with one
subunit transparent) bound to one RR with the
critical specificity residues (13, 14, 17, and 21 in
red for RR468; and 268, 271, 275, 294, and 297 in
orange for HK853) highlighted in space-filling
spheres. See also Figures S4–S6 and Table S1.
the b2-a2 and b3-a3 loops of RR468*
now interact directly with the a3-b1 loop
and the ATP-lid of the HK853* CA
domain. These new contacts lead to a
larger interaction surface area in the
HK*-RR* complex relative to HK-RR
(2,690 A˚2 versus 1,866 A˚2; Figure S5;
Table S1). However, the new contacts
specific to the HK*-RR* complex appear
largely dispensable for phosphotransfer
and dephosphorylation (see Supple-
mental Experimental Procedures). The
differences in orientation are likely due
to the mutations introduced and not to
differences in crystal packing because
RR468* in the HK*-RR* complex could acquire the disposition
of RR468 in HK-RR without steric crystallographic clashes.
Although HK853 phosphorylates and dephosphorylates the
mutant RR468* very slowly (Figure 2A; Figure S2C), we were
able to solve a structure of these proteins in complex (HK-
RR*). The asymmetric unit showed HK2-2RR stoichiometry
with almost 2-fold symmetry (Table 1), broken due to a slightly
different relative disposition of the CA domain with respect to
the DHp domain (#18.8!), confirming the previously mentioned
plasticity of the CA domain (Figure S4C). Both HK subunits in
the HK-RR* complex adopt a conformation that is more similar
to the free form of HK853 (HKf; PDB: 2C2A; rmsd = 2.2 A˚) than
to the kinase in the HK-RR complex (rmsd = 5.6 A˚; Table 2; Fig-
ure S4). The structure of RR468* in theHK-RR* complex is similar
to RR468* in the HK*-RR* complex (rmsd = 0.6 A˚, Table 3), but
the RR468* molecule in HK-RR* adopts a totally different
Structure
Structural Basis f a Rewired Signaling Complex
1640 Structure 21, 1636–1647, September 3, 2013 ª2013 Elsevier Ltd All rights reserved
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la!HK!ThrA!y!el!RR!TrrA!de!T.(maritima,!aunque!a!muy!baja!resolución!(3.8!Å).!
Pese! a! que! esta! estructura! no! permite! observar! con! detalle! los! ! residuos!
implicados!en! la! interacción,!sí!que!confirma!que! los!elementos!estructurales!
que! llevan! a! cabo! la! interacción! entre! el! RR! y! la! HK! son! similares! a! los!
revelados!por!el!complejo!HK853PRR468!y!que!además!existen!contactos!entre!
el!dominio!PAS!de!la!HK!y!el!REC!del!RR,!sugiriendo!que!los!dominos!sensores!
citoplasmáticos! pueden! modular! las! reacciones! del! sistema! por! interacción!
directa! en! la! unión! HKPRR! (Yamada( S.( et( al,( 2009).(Así! pues,! parece! que! las!
posiciones!de! los! residuos!que! interaccionaran!entre!una!HK! y! su!RR! son! las!
mismas! para! distintos! TCSs! y! la! especificidad! radica! en! los! residuos! que!
componen! esas! interacciones.! Basándose! en! esta! premisa! se! han! realizado!
experimentos!de!mutagénesis!de!las!posiciones!clave!que!dan!especifidad!HKP
RR,!principalmente!con! los!sistemas!modelo!PhoQPPhoR!y!HK853PRR468,!que!
han! permitido! evaluar! la! importancia! de! estas! diferentes! posiciones!
(Podgornaia(A.(I.(et(al,(2013;(Capra(E.(J.(et(al,(2010).!
Mas!!aún,!estos!estudios!y!otros!posteriores!del!grupo!del!Dr.!Michael!Laub!en!
el! MIT,! mediante! una! aproximación! de! mutagénesis! masiva! y! selección! por!
citometría!de! flujo,!ha!permitido!evaluar!el!papel!que! juegan! los! cambios!en!
estas!posiciones!durante!la!evolución!de!los!TCSs.!Así,!se!pudo!establecer!una!
correlación!entre!la! importancia!de!cada!posición!para!el!reconocimiento!HKP
RR!y!el!efecto!epistático!que!producen!cambios!en!ellas,!permitiendo!entender!
como! la! evolución! ha! mantenido! un! compromiso! entre! la! aparición! de! un!
nuevo!TCS!por!duplicación!génica!y!una!presión!mutacional!positiva!sobre!los!
residuos! que! dictaminan! la! especificidad!HKPRR! de! un! TCS,! evitando! de! este!
modo! la! aparición! de! “crossPtalk”! entre! ellos! (Podgarnaia(A.( I.( y( Laub(M.( T.,(
2015).(
En!algunos!TCSs,!las!interacciones!HKPRR!pueden!estar!mimetizadas!por!otros!
componentes!auxiliares!capaces!de!regularlos.!Un!ejemplo!de!este!hecho!sería!
la!interacción!del!inhibidor!SDA!y!la!HK!KinB!en!Geobacillus(stearothermophilus,(
de! forma! que! SDA! se! une! en! la! misma! zona! donde! se! une! el! RR! Spo0F,!
compitiendo!con!este!e! inhibiendo! la! fosfotransferencia!en!el!complejo!KinBP
Spo0F! (Bick(M.J.( et( al,( 2009).! Otro! ejemplo! se! da! en! las! fosfatasas! CheX! de!
Borrelia( burgdorferi( y! CheZ! de! E.( coli( que! al! desfosforilar! al! RR! CheY,!
interaccionan! con! él! a! través! de! una! hélice! que! emula! la! hélice!α1! del! DHp!
(Pazy(Y.( et( al,( 2010;( Zhao(R.( et( al,( 2002).! Estas!proteínas! tienen!una! función!
moduladora!de!la!transducción!de!la!señal!y!se!engloban!dentro!de!un!grupo!
de! proteínas! denominadas! conectoras.! Este! grupo! de! proteínas! incluyen!
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diferentes! fosfatasas! con! capacidad! de! desfosforilar! a! los! RR! o! las! HK,!
proteínas!que!aumentan!la!actividad!quinasa!de!la!HK!o!que!bloquean!la!unión!
de!los!RRs!al!DNA.!
4.4.NACTIVACION!DEL!RR!POR!FOSFORILACIÓN.!
El!producto!final!de!la!reacción!de!fosfotransferencia!da!lugar!al!RR!fosforilado!
(Figura! 11b).! Los! RRs! pueden! catalizar! también! su! propia! autofosforilación!
usando! pequeños! fosfodonadores! como! fosforamidatos! o! acilPfosfatos.! En!
algunos! casos! concretos! esta! fosforilación! adquiere! importante! relevancia!
fisiológica! (Wolfe(A.( J.,( 2010).(Esta! capacidad!de!autofosforilación!apoya!que!
mecanísticamente! el! RR! es! el! componente! proteíco! que! aporta! la! parte!
principal!de!la!maquinaria!catalítica!para!realizar!su!fosforilación.!!
!
La! fosforilación! del! residuo! catalítico! de! Asp! localizado! en! el! dominio! REC!
requiere!la!presencia!del!catión!Mg2+,!aunque!otros!cationes!divalentes!como!
el!Mn2+!o!Ca2+!también!pueden!ser!utilizados!a!pesar!de!que!no! se! les!puede!
atribuir! relevancia! fisiológica.! Este! proceso! de! fosforilación! del! RR! provoca!
cambios!conformacionales!que!modulan!la!afinidad!del!dominio!efector!por!su!
diana!(Gao(R.(y(Stock(A.(M.,(2009).!!
Existen!seis!residuos!catalíticos!conservados!en!el!dominio!REC!del!RR!que!son!
necesarios! en! su! proceso! de! fosforilación! y! activación.! El! residuo! de! Asp!
fosfoaceptor!que!está!localizado!al!final!de!la!hebra!β3,!dos!residuos!de!Asp!o!
Glu!localizados!en!la!conexión!entre!la!hebra!β1!y!la!hélice!α1!que!unen!el!ión!
metálico,!un!residuo!de!Lys!localizado!en!al!final!de!la!hebra!β5,!un!residuo!de!
Thr!o!Ser!en!el! final!de! la!hebra!β4!y!un!residuo!de!Tyr!o!Phe!en! la!hebra!β5!
(Figura!13)((Lukat(G.(S.(et(al,(1991;(Appleby(J.(L.(y(Bourret(R.(B.,(1998).!!
Existe! amplia! información! estructural! sobre! RRs! tanto! en! conformación!
desfosforilada!o!“inactiva”!como!en!conformación!fosforilada!o!“activa”.!Para!
atrapar! la! proteína! en! conformación! fosforilada,! se! utiliza! el! fosfomimético!
trifloruro! de! berilio! (BeF3P)! capaz! de! unirse! al! residuo! de! Asp! fosforilable! y!
mimetizar!el!estado!activado!en!muchos!RRs!(Wemmer(D.(E.(y(Kern(D.,(2005).(
Así! se! ha! generado! importantísima! información! sobre! los! cambios! que! se!
producen!en!estos!residuos!conservados!durante!la!fosforilación!y!como!estos!
cambios! activan! a! los! RRs,! descandenado! la! posterior! respuesta! sobre! el!
dominio!efector.!!
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Figura!13.! Localización!de! los! residuos! implicados! en! la! activación!de! los!RRs.!Estructura!del!
dominio!REC!del!RR!PhoB!en!estado!inactivo!(PDB:1B00)!(izquierda)!y!en!estado!activo!(derecha)!
con! BeF3
P! y!Mg2+! (PDB:1ZES)!mostrando! en! detalle! del! centro! activo.! Las! hebras!! aparecen!
coloreadas!en!morado,!las!hélices!α!en!verde!y!las!conexiones!entre!estructuras!secundarias!en!
negro.!Las!cadenas!laterales!de!los!residuos!implicados!en!la!activación!aparecen!resaltadas!en!
magenta,!el!Mg2+!en!rojo!y!la!molécula!de!BeF3
P
!!en!verde!lima.!La!interacción!de!los!diferentes!
residuos! con! el! Mg2+! y! el! BeF3
P
! se! representa! con! líneas! discontinuas.! Las! flechas! en! rojo!
representan!el!mecanismo!YPT!propio!de!la!activación!de!los!RRs!tras!su!fosforilación.!
!
La! fosforilación! del! RR! produce! un! cambio! en! la! conformación! de! la! Thr!
conservada,!que!se!orienta!hacia!el!centro!activo.!Este!cambio!conformacional!
genera! un! hueco! en! el! interior! del! RR! que! es! ocupado! por! el! residuo! de!
Tyr/Phe! conservado! en! la! hebra! β5,! el! cual! adquiere! una! una! conformación!
orientada! hacia! el! centro! activo.! Estos! cambios! conformacionales! se!
denominan! mecanismo! YPT! (Figura! 13).! Mientras,! la! interacción! entre! el!
residuo!de!Lys!y!el!grupo!fosforilo!produce!cambios!en!la!conexión!β5Pα5.!
Finalmente,! los!cambios!conformacionales!producidos!por! la! fosforilación!del!
residuo!de!Asp!se!propagan!a! la!superficie!del!dominio!REC!generada!por! los!
elementos! estructurales! α4,! β5! y! α5,! la! denomina! superficie! α4β5α5,! que!
permitirán!la!activación!del!RR!y!por!consiguiente!la!activación!de!la!respuesta.!!
Aunque!este!mecanismo!de!activación!ha!sido!corroborado!para!la!mayoría!de!
los!RRs,!en!los!últimos!años!se!han!ido!describiendo!cada!vez!más!casos!de!RRs!
cuyo!mecanismo!de!activación!difiere!del!mecanismo!canónico!anteriormente!
descrito.! Un! ejemplo! sería! NtrC,! que! se! ha! desvelado! cómo! no! cumple! el!
mecanismo! YPT! pues! la! Tyr/Phe! no! cambia! de! orientación! entre! el! estado!
inactivo! y! el! estado! activo! de! la! proteína.! Sin! embargo,! el! cambio! en! la!
orientación!de!un! residuo!de!Phe!y!otro!de!Tyr!en! la!hélice!α4,!no!descritos!
anteriormente,! confieren! al! RR! NtrC! el! estado! de! activación! (Villali( J.( et( al,(
2014;(Vanatta(D.(K.(et(al,(2015).!!
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Además! de! esta! fosforilación! canónica! de! los! RRs,! algunos! RRs! pueden! ser!
fosforilados! por! otros! tipos! de! quinasas! en! residuos! adicionales.! Estudios!
recientes! han! identificado! a! serín/treonín! (Ser/Thr)! quinasas! como! posibles!
quinasas!de!RRs!(Dworkin(J.,(2015;(Wrigth(D.P.(y(Ulijasz(A.T.,(2014)!pero!no!se!
conoce! exactamente! el!mecanismo!por! el! que! se! lleva! a! cabo! esta! reacción.!
Dos!ejemplos!de!RRs!con!estas!características!son!el!RR!DosR,!perteneciente!al!
TCS!DosSPDosR!de!Mycobacterium( tuberculosis,! y!WalR,!perteneciente!al! TCS!
WalKPWalR!de!B.( subtilis.(DosR(es!capaz!de! fosforilarse!en!un! residuo!de!Thr!
por!la!Ser/Thr!quinasa!PknH!(Chao(J.(D.(et(al,(2010).(Por!su!parte,!WalR!posee!
un! residuo!de! Thr! (Thr101),! cuya! conservación! en! los!RRs! es!moderada,! que!
puede!ser!fosforilado!por!la!Ser/Thr!quinasa!PrkC!(Libby(E.(A.(et(al,(2015).!Sin!
embargo,!en!ambos!casos!los!RRs!DosR!y!WalR!poseen!también!el!residuo!de!
Asp!fosfoaceptor!en! los!RRs!canónicos!que!se!fosforila!por!fosfotransferencia!
desde! sus!HKs,!DosS!y!WalK.!No! se! conoce!el!papel! fisiológico!de!esta!doble!
fosforilación! aunque! se! especula! que! puede! ayudar! a! estabilizar! la! forma!
dimérica!que!adquiere!el!RR!al!fosforilarse.!
4.5.N!MECANISMO!DE!ACTIVACIÓN!Y!OLIGOMERIZACIÓN!EN!LOS!RRs.!
La!activación!del!RR!conlleva!el!inicio!de!la!respuesta!en!TCSs.!En!la!mayoría!de!
los! TCSs! canónicos! la! activación! de! los! RRs,! mediante! su! fosforilación! y!
activación! por! el! mecanismo! YPT! comentado! anteriormente,! desencadena! la!
homodimerización! u! homooligomerización! del! RR! a! través! de! la! superficie!
α4β5α5!del!dominio!REC!en!su!conformación!activa!(Bourret(R.B.,(2010).!!
El! incremento!de!la!información!estructural!y!funcional!reciente!sobre!RRs!ha!
permitido! definir! con! más! detalle! este! mecanismo! de! activación! de! la!
respuesta.! En! él,! los! RRs! se! encuentran! en! un! estado! de! equilibrio! entre! su!
forma! activa! e! inactiva! y! modificaciones,! principalmente! la! fosforilación,!
estabilizarían! la! forma! activa! desplazando! el! equilibrio! hacía! la! proteína!
activada.!
La!homodimerización,!que!ocurre!tanto!en!los!RRs!canónicos!como!en!algunos!
no!canónicos,!es!muy! importante!para! los!RRs!que!se!unen!a!promotores!en!
tándem! o! invertidos,! ya! que! necesitan! la! participación! de! al! menos! dos!
dominios!efectores,!como!por!ejemplo! los!RRs!de! la! familia!OmpR/PhoB.!Del!
mismo! modo! la! homodimerización! es! necesaria! para! RRs! cuya! función! se!
realiza!mediante! actividad! enzimática,! como! los! RRs! con! dominios! efectores!
tipo!GGDEF!que!necesitan!unir!dos!moléculas!de!GTP!para!sintetizar!cPdiPGMP!
(Gao( R.( y( Stock( A.M.,( 2010).( La! homodimerización! en! los! RRs,! a! pesar! de!
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llevarse!a!cabo!a!través!de!la!superficie!α4β5α5,!puede!diferir!en!la!disposición!
relativa! final! que! adoptan! los! dos! monómeros! entre! sí.! Estas! diferencias,!
generadas!por!las!interacciones!que!estabilizan!el!homodímero,!nos!permiten!
clasificar!a!los!RRs!en!seis!grupos:!tipo!4P5P5,!tipo!4P5P5!invertido,!tipo!5P5,!tipo!
4P5,!tipo!1P5!y!tipo!“swapped”!o!intercambiable!(Figura!14).(
Los! RRs! con! homodimerización! 4P5P5! se! denominan! así! debido! a! que! las!
interacciones!que!forman!el!dímero!se!localizan!a!lo!largo!de!toda!la!superficie!
α4β5α5.! Son! característicos! de! este! grupo! los! RRs! de! la! subfamilia! tipo!
OmpR/PhoB!(Figura!14).!!
El! grupo! 4P5P5! invertido! cuenta! con! sólo! unos! pocos! RRs! asociados! a!
fitocromos!en!Cyanobacterias!y!se!caracterizan!por!usar!la!misma!superficie!de!
dimerización!que!el!grupo!4P5P5.!Mientras,!en!el!tipo!4P5P5!las!hebras!β!de!los!
dominios!REC!se!orientan!en!la!misma!dirección,!en!el!tipo!4P5P5!invertido!las!
dos!hebras!β! tienen!una!orientación!antiparalela! y! los!dominios!efectores! se!
localizan!en!direcciones!opuestas! (Im(Y.( J.( et(al,( 2002;(Brenda(C.( et(al,( 2004)(
(Figura!14).!
En!el!caso!de!la!dimerización!tipo!5P5!y!4P5!las!interacciones!que!mantienen!el!
dímero!no!se!localizan!en!toda!la!superfice!α4β5α5.!En!los!RRs!del!tipo!5P5!las!
interacciones! comprometen!únicamente! a!α5β5! como!ocurre! en!el! RR!HupR!
(Davies( K.( M.( et( al,( 2009),! mientras! que! en! los! RRs! de! tipo! 4P5! intervienen!
α4β5!como!en!el!caso!de!FixJ!(Birk(C.(et(al,(1999)((Figura!14).!!
Posteriormente,!se!han!encontrado!RRs!que!dimerizan!a!través!de!α1α5!como!
VraR,!DesR,!spr1814!o!LiaR!que!conforman!la!dimerización!tipo!1P5!(Leonard(P.(
G.(et(al,(2013;(Trajtenberg(F.(et(al,(2014;(Pak(A.(K.(et(al,(2016;(Davlieva(M.(et(al,(
2016)((Figura!14).!!
El! último! tipo! de! dimerización,! la! dimerización! tipo! “swapped”! o!
intercambiable,! parece! ser! algo! más! controvertida! ya! que! hasta! finales! del!
2016!tan!sólo!existe!en!la!bibliografía!el!caso!de!un!RR!completo!con!este!tipo!
de!dimerización,!RegX3!(KingCScott(J.(et(al.,(2007)((Figura!14).!
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Figura!14.!Tipos!de!dimerización!en!los!RRs.!Estructuras!de!los!dominios!REC!para!los!RRs:!PhoB!
(PDB:1ZES)! tipo! 4P5P5,! RcpA! (PDB:1K66)! tipo! 4P5P5! invertido,! FixJ! (PDB:1D5W)! tipo! 4P5,! HupR!
(PDB:2JK1)! tipo! 5P5,! DesR! (PDB:4LDZ)! tipo! 1P5! y! RegX3! (PDB:2OQR)! tipo! “swapped”.! En! color!
amarillo!aparecen!resaltadas!las!estructuras!secundarias!α4β5α5.!!!
!
Pero! la! homodimerización!u!homoligomerización!no! siempre!es! sinónimo!de!
activación.!Por!ejemplo,!en!algunos!RRs!de! la! familia!de!NtrC,! como!NtrC4!o!
DctD,! los! dominios! REC! pueden! oligomerizar! de! dos! maneras! diferentes,!
ambas! utilizando! los! elementos! estructurales! de! la! superficie! α4β5α5,!
dependiendo!de! si! están!o!no! fosforilados.! La! conformación!no! fosforilada!e!
inhibida! forma! una! dimerización! del! tipo! 4P5P5! mientras! que! la! fosforilada!
forma!un!oligómero!con!interacciones!del!tipo!4P5!que!permiten!la!activación!
de!la!respuesta!(Batchelor(J.(D.(et(al,(2008).!En!el!caso!de!los!RRs!que!poseen!
sólo!el!dominio!REC,!tras!su!activación!por!fosforilación!no!dimerizan,!si!no!que!
usan!su!superficie!α4β5α5!para!interaccionar!con!sus!dianas!y!desencadenar!la!
respuesta.!El!prototipo!de!este!grupo!de!RRs!es!CheY!que!una!vez!fosforilado!
interacciona!con!la!proteína!del!motor!falgelar!FliM!(Lee(S.(Y.(et(al,(2001).(
!
Los!RRs!no!sólo!mantienen!especificidad!en!la!interacción!HKPRR,!sino!también!
en! la!homodimerización.!Dentro!de!una!sóla!célula!bacteriana!pueden!existir!
hasta! 140! RRs! diferentes,! como! es! el! caso! del! microorganismo!Myxococcus(
stipitatus( (Ulrich( L.( E.( y( Zhulin( I.( B.,( 2015)( (www.p2cs.org),! y! la! bacteria!
necesita! asegurarse! que! una! determinada! señal! detectada! por! su!
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correspondiente! TCS! desencadena! la! respuesta! específica.! Pero! el! hecho! de!
que! los! RRs! que! homodimericen! lo! hagan! a! través! de! la!misma! superficie! y!
utilizando! un! número! limitado! de! residuos! en! esta! superficie,! abre! la!
posibilidad! a! que! exista! promiscuidad! en! la! interacción! entre! RRs! una! vez!
activados,! pudiendose! generar! diferentes! heterodímeros.! A! diferencia! de! los!
organismos!eucarióticos!cuya!heterodimerización!es!un!mecanismo!frecuente!
(Reményi( A.( et( al,( 2004),! en! TCSs! bacterianos! se! conocen! un! número!
limitadísimo! de! casos! de! heterodimerización.! El! análisis! de! la! interacción! de!
todos! los! RRs! de! la! familiar! OmpR/PhoB! de! E.( coli! mostró! que! la!
heterodimerización!era!muy!escasa!o!nula,!aunque!se!desconoce!en!detalle!las!
bases! moleculares! que! impiden! este! proceso! (Gao( R.( et( al,( 2008).( En! el!
apartado! de! resultados! de! esta! Tesis! Doctoral! se! ha! abordado,! mediante!
estudios! computacionales,! estructurales! y! ensayos! in( vivo,! el! estudio! de! la!
oligomerización!de!los!RRs.!
!
Para!algunos!TCSs!no!canónicos,!con!sistemas!de!regulación!más!complejos,!la!
activación! del! RR! no! se! debe! a! un! proceso! de! fosforilación.! Como! ya! se! ha!
introducido!en!apartados!anteriores!existen!bastantes!casos!de!RRs!tipo!PIARR!
cuya!secuencia!y!estructura!tridimensional!es!similar!a!otros!RRs!pero!carecen!
de! los!residuos!catalíticos!conservados!necesarios!para!que!se! lleve!a!cabo! la!
fosforilación.!Un!ejemplo!de!estos!RRs!es!RamR!de!Streptomyces(coelicor!que!
posee!un!residuo!de!Ala!en!la!posición!del!Asp!que!une!el!ión!Mg2+!durante!la!
fosforilación!del!RR!(Figura!15)!(O´connor(T.(J.(y(Nodwell(J.(R.,(2005),(o!NblR,!un!
RR! de! S.( elongatus(que! es! uno! de! los! objetos! de! estudio! de! esta! Tésis! y! se!
discutirá!en!el!apartado!de!Resultados!y!Discusión!(Figura!15).!!
Otros! RRs! no! poseen! el! residuo! de! Asp! fosfoaceptor! necesario! para! su!
fosforilación!canónica.!A! los!dominios!REC!de!estos!RRs!se! les!denomina!ALR!
(del!inglés!AspartateCLess(Receiver)!y!componen!el!4%!de!todas!las!secuencias!
de! RRs! depositadas! (Andrew( F.( M.( et( al,( 2015).( En! algunos! de! estos! RRs! el!
residuo!de!Asp!fosforilable!está!sustituido!por!residuos!como!Glu,!Asn!o!Ala.!La!
sustitución! por! Ala! ocurre! en! varios! RRs! como! RitR,! que! regula! el! estrés!
oxidativo!en!el!patógeno!Streptococcus(pneumoniae((Ulijasz(A.(T.(et(al,(2009).!
Sin!embargo,!la!sustitución!del!Asp!aceptor!no!impide!que!la!activación!de!este!
RR! siga! el! mecanismo! YPT! nombrado! con! anterioridad! (Figura! 14! y! 15).! Los!
estudios!estructurales!de!los!RRs!HP1043!de!Helicobacter(pylori((Hong(E.(et(al,(
2007)(y!ChxR!de!Chlamydia(trachomatis((Hickey(J.(M.(et(al,(2011)(revelan!una!
dimerización!típica!de!RRs!a!través!de!la!superficie!α4β5α5!aunque!no!poseen!
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residuos!conservados!como!el!Asp!fosfoaceptor.!En!el!caso!de!HP1043!además!
posee!una!delección!de!cuatro!residuos!en!la!conexión!β3Pα3!(Figura!15).!!
Un! caso! extremo! es! el! representado! por! el! RR! AmiR,! un! RR! huérfano! de!
Pseudomonas(que!no!posee!los!residuos!necesarios!para!su!activación!clásica!
por! fosforilación! ya! que! es! defectivo! en! la! mayor! parte! de! los! residuos!
conservados! al! faltarle! los! residuos! de! Asp! fosforilable,! la! Lys! y! la! Thr!
conservadas! (O´Hara( B.( P.! et( al,( 1999).! No! se! conoce! su!mecanismo! real! de!
activación!pero!su!actividad!es!inhibida!al!ser!secuestrado!por!AmiC((Pearl(L.(et(
al,(1994).!
!
Figura!15.!Alineamiento!de!secuencia!para!varios!RRs.!Superposición!del!dominio!REC!de!varios!
RRs!canónicos!(OmpR,!NtrC,!NarL,!DesR!y!RR468)!y!noPcanónicos!(RitR,!HP1043,!NblR!y!ChxR).!En!
la! parte! inferior! del! alineamiento! se! representa! la! estructura! secundaria! del! RR! RR468.! El!
residuo!de!Asp!fosfoaceptor!aparece!resaltado!en!rojo,!mientras!que!los!residuos!conservados!
importantes!en!los!procesos!de!fosforilación!aparecen!en!azul.!!
!
Gracias! al! aumento! en! los! estudios! bioquímicos! y! estructurales! con! RRs!
completos! de! los! últimos! años,! nuestro! conocimiento! acerca! de! estas!
proteínas!se!ha!incrementado,!permitiéndonos!descubrir!nuevos!mecanismos!
de! activación! y! regulación! que! hasta! ahora! no! se! conocían! en! los! RRs.! Un!
ejemplo!sería!el!efecto!de!las!modificaciones!postPtransduccionales!en!los!RRs!
que!modulan!su!actividad!transcriptional.!Este!es!el!caso!de!RcsB!que!además!
de! su! fosforilación! canónica! en! el! residuo! de! Asp! fosforilable,! también! se!
regula!mediante!la!acetilación!de!un!residuo!de!Lys!que!inhibe!la!habilidad!del!
RR! para! unirse! a! los! promotores! que! regula! (Hu( L.( I.( et( al,( 2013).!
Desafortunadamente,! la! información! aún! es! insuficiente! para! entender!
α5 
!
OmpR        --MQENYKILVVDDDMRLRALLERYLT--EQGFQVRSVANAEQMDRLLTRESFHLMVLD !L
NtrC        ---MQRGIVWVVDDDSSIRWVLERALA--GAGLTCTTFENGAEVLEALASKTPDVLLSD !I
NarL        MSNQEPATILLIDDHPMLRTGVKQLISMAPDITVVGEASNGEQGIELAESLDPDLILLD !L 
DesR        -----MISIFIAEDQQMLLGALGSLLNLEDDMEVVGKGTTGQDAVDFVKKRQPDVCIMD !I
RR468       ----MSKKVLLVDDSAVLRKIVSFNLK--KEGYEVIEAENGQIALEKLSEFTPDLIVLD !I!RitR        ----MGKRILLLEKERNLAHFLSLELQ--KEQYRVDLVEEGQKALSMALQTDYDLILLNA!HP1043      ------MRVLLIEKNSVLGGEIEKGLN--VKGFMADVTESLEDGEYLMDIRNYDLV----
NblR        MIAPASPHILLIESDSSLAQQMAGDLL--QAGYGTSLANVQQDLFAQIDLQKPDLVIVD !R!ChxR        --MAGPKHVLLVSEHWDLFFQTKELLN--PEEYRCTIGQQYKQEL------SADLVVCEY
                         !   **  *  **     *
  !
OmpR        MLPGEDGLSICRRLRSQS--NPMPIIMVTAKGEEVDRIVGLEIGADDYIPK !PFNPRELLA
NtrC        RMPGMDGLALLKQIKQRH--PMLPVIIMTAHSDLDAAVSAYQQGAFDYLPK !PFDIDEAVA
NarL        NMPGMNGLETLDKLREKSLSG--RIVVFSVSNHEEDVVTALKRGADGYLLK !DMEPEDLLK
DesR        EMPGKTGLEAAEELKDTG--CKIIIL--TTFARPGYFQRAIKAGVKGYLLK !DSPSEELAN
RR468       MMPVMDGFTVLKKLQEKEEWKRIPVIVLTAKGGEEDESLALSLGARKVMRK !PFSPSQFIE
RitR        HLGDMTAQDFADKLSRTK--PASVIMVLDHREELQDQIETIQRFAVSYIYK !PVIIDNLVA
HP1043      MVSDKNALSFVSRIKEKH--SSIVVLVSSDNPTSEEEVHAFEQGADDYIAK !PYRSIKALV
NblR        MAGGQSGLQFCRQLRDRG--LTIPILLLMGRDTVEDRVACLEAGADDYLLK !PYRSDEFLR!ChxR        SL-------LPREIRSPKSLEGSFVLVLLDFFDEETSVDLLDRG-FWYLIRPITPRILKS! 
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muchos! de! los!mecanismos! de! activación! independientes! de! fosforilación,! o!
para! establecer! una! clasificación! de! RRs! basada! en! los! mecanismos! de!
regulación,!los!cuales!no!parecen!estar!conservados!dentro!de!cada!familia!de!
RRs.!
4.6.N!DESFOSFORILACIÓN!DEL!RR.!
La! terminación! de! la! respuesta! en! la! transducción! de! la! señal! es! un! punto!
crucial!que!permite!regular!la!duración!de!ésta.!En!los!TCSs!!está!definida!por!
la! desfosforilación! del! RR.! Esta! reacción! ocurre! por! el! ataque! nucleofílico! de!
una! molécula! de! agua! sobre! el! grupo! fosforilo! unido! al! residuo! de! Asp!
fosfoaceptor!(Figura!11c).!!
Como! ya! se! ha! indicado! anteriormente,! la! desfosforilación! del! RR! puede!
ocurrir! sin!presencia!de!proteínas!adicionales!por! lo!que!el!RR!debe! tener! la!
maquinaría! necesaria! para! coordinar! a! una! molécula! de! agua,! que! actuaría!
como! nucleófilo,! en! la! posición! adecuada! para! que! se! de! la! reacción.! La!
composición!de!residuos!cercanos!al!Asp!fosforilable!y!a!la!Thr/Ser!conservada!
parecen! ser! importantes! para! regular! la! entrada! y! coordinación! de! esta!
molécula!de!agua,!necesaria!en!el!mecanismo!de!desfosforilación.(En!concreto,!
la! composición! aminoacídica! de! la! conexión! β3Pα3! parece! jugar! un! papel!
relevante! en! este! proceso.! Así,! la! presencia! de! un! residuo! de!Met/Asn! (e.j.!
Met59!en!PhoB)!es!capaz!de!obstaculizar!la!salida!del!grupo!fosforilo!gracias!a!
su!interacción!con!un!residuo!de!Arg/Lys/Glu!localizado!en!la!conexión!β4Pα4!
(e.j.!Arg89!en!PhoB)!que!lo!estabiliza!(Figura!16)!(Thomas(S.(A.(et(al,(2008;(Pazy(
Y.(et(al,(2009).!La!naturaleza!de!otros!residuos!de!la!conexión!β3Pα3!(e.j.!Trp58!
en!PhoB)!(Dougherty(D.(A.,(1996)(y!en!la!conexión!β4Pα4!(e.j.!Ala88!en!PhoB)!
ayudan! en! la! estabilización! del! Asp! fosforilado! manteniendo! al! residuo!
Met/Asn!en!la!posición!adecuada!(Figura!16).(Estas!interacciones,!que!impiden!
la!desfosforilación!del!RR,!sólo!se!producen!cuando!el!RR!está!activado!puesto!
que!dos!de!estos!cuatro!residuos!se!localizan!en!la!conexión!β3Pα3!que,!según!
el! mecanismo! YPT! de! activación,! se! orientan! hacia! el! centro! activo! tras! la!
fosforilación!del!RR!(Figura!16).!!
!
Las!constantes!de!desfosforilación!de!diferentes!RRs!varían!desde!0,28!secP1!de!
CheY!de!Rodobacter(sphaeroides((Porter(S.(L(et(al,(2002)(hasta!105!horasP1!de!
RedF! de( M.( xanthus( (Jagadeesan( S.( et( al,( 2009)( pero! aquellos! RRs! con! una!
misma! combinación!de! residuos! en! estas! posiciones! anteriormente! descritas!
muestran!velocidades!de!desfosforilación!similares.!!
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Figura!16.!Residuos!implicados!en!la!desfosorilación!de!los!RR.!Ampliación!del!centro!activo!del!
RR!PhoB!en!estado!inactivo!(PDB:1B00),!a!la!izquierda,!o!activo/fosforilado!(PDB:1ZES)!con!BeF3
P!
y!Mg2+,!a!la!derecha.!Las!hélices!α!aparecen!coloreadas!en!verde,!hebras!β!en!morado!y!bucles!
de!conexión!en!negro.!Las!cadenas!laterales!de!los!residuos!importantes!en!la!fosforilación!del!
RR! aparecen! representadas! en! rosa! y! las! de! la! autoPdesfosforilación! del! RR! en! amarillo.! La!
molécula! de! BeF3
P! en! la! estructura! de! PhoB! activo! aparece! representada! en! verde! lima! y! la!
molécula! de! Mg2+! como! una! esfera! roja.! Las! líneas! discontinuas! muestran! las! conexiones!
importantes!en!el!mantenimiento!de!la!fosforilación!en!el!RR.!
!
En! muchos! casos! la! velocidad! de! desfosforilación! del! RR! puede! acelerarse!
gracias!a!la!presencia!de!la!HK,!que!previamente!transfirió!el!grupo!fosforilo!al!
RR,! actuando! ahora! como! una! fosfatasa! o! de! la! acción! de! otras! proteínas!
fosfatasas! auxiliares! (Silversmith( R.( E.,( 2010).! La! reacción! de! desfosforilación!
del!RR!mediada!por!su!HK,!no!puede!ser!considerada!la!reacción!reversa!de!la!
fosfotransferencia,! ya! que! la! reacción! fosfatasa! no! es! absolutamente!
dependiente!de!la!presencia!del!residuo!de!His!fosfoaceptor!del!DHp,!aunque!
este!residuo!acelera!fuertemente!el!proceso!(Hsing(W.(et(al,(1997).!!
!
La!estructura!del!complejo!HK853PRR468!reveló!la!presencia!de!un!ión!sulfato!
interaccionando!tanto!con!el!residuo!de!Asp!del!RR!como!con!la!His!de!la!HK,!a!
medio! camino! entre! los! dos.! Es! bien! conocido! que! los! sulfatos! ocupan! la!
posición! de! los! fosfatos! mimetizándolos! (Marina( A.( et( al,( 2005).! El! sulfato!
contiene!cuatro!oxígenos!y!uno!de!ellos,!el!que!está!interaccionando!con!la!His!
fosfoaceptora,! podría! ocupar! la! posición! de! una! molécula! de! agua! que!
produciría! el! ataque! nucleofílico! sobre! el! Asp! catalítico.! Por! ello,! los! autores!
propusieron! que! la! estructura! representaba! una! visión! de! la! reacción! de!
desfosforilación!(Figura!17a).!!
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Figura!17.!Detalle!del!centro!activo!en!la!reacción!de!desfosforilación.! Imagen!adaptada!de!la!
figura! 3! en! Casino( P.( et( al,( 2010.! (a)Centro! activo! del! complejo! HK853PRR468! en! estado! de!
desfosforilación! del! RR! (PDB:3GDE)! donde! el! sulfato! ocuparía! el! sitio! del! fosfato! o! del!
fosfomimético!BeF3
P!obtenido!en!la!estructura!de!RR468!(PDB:3GL9).!Una!molécula!de!agua!(W)!
en!la!estructura!del!RR!RR468!se!localiza!en!la!posición!del!oxígeno!del!sulfato!en!la!estructura!
del!complejo.!(b)Superposición!del!complejo!en!estado!de!desfosforilación!de!HK853PRR468!con!
el!complejo!fosfatasa!CheXPCheY3!(PDB:3HZH)!donde!el!sulfato!se!localiza!en!la!misma!posición!
que!la!molécula!de!BeF3
P!en!el!complejo!CheXPCheY3.!
!
Como!hemos!comentado!anteriormente!en!el!reconocimiento!entre!HK!y!RR,!
la! segunda! zona! identificada! en! el! dominio! DHp! de! la! HK,! inmediatamente!
posterior!a! la!His! fosfoaceptora,!parece! ser! crítica!para! la!actividad! fosfatasa!
de! las!HKs.! Sobre! todo! el! residuo! acídico! (Glu/Asp)! que! se! encuentra! tras! el!
residuo! de! la! His! fosfoaceptora! así! como! un! residuo! de! naturaleza! polar!
(Thr/Asn)! que! se! ubica! una! vuelta! de! hélice! después! de! este! ácido,!
determinando! el! motivo! HPE/DPXPXPT/N! característico! de! la! familia! de! HKs!
HisKA!(Huynh(T.(N.(y(Stewat(V.,(2011).!
!
En! cuanto! a! la! desfosforilación! del! RR! mediada! por! fosfatasas! externas,! se!
conocen!cuatro!familias!de!proteínas!auxiliares!que!actúan!como!fosfatasas!de!
RRs,! representadas!por! las! fosfatasas!CheC/CheZ/FliY! (Kirby( J.(R.(et(al,(2001),!
CheX!(Zhao(R.(et(al,(2002),!Rap!(Pergo(R.(et(al,(1994)!y!Spo0E!(Olsen(K.(L.(et(al,(
1994).! Disponemos!de! información! estructural! para! fosfatasas! de! tres! de! las!
cuatro! familias,! algunas! de! ellas! en! complejo! con! el! RR,! (CheZPCheY,! CheXP
CheY3!y!RapHPSpo0F)!y!en!todas!ellas!el!mecanismo!molecular!propuesto!para!
la! desfosforilación! del! RR! es! similar.! En! esta! reacción! de! desfosforilación,! al!
igual! que! en! la! mediada! por! la! HK,! una! molécula! de! agua! actúa! como!
nucleófilo! (Figura!17b).! Para!ello,! un! residuo!de!Asn!o!Glu!de! la! fosfatasa! se!
inserta! en! el! centro! activo! del! RR! y! polariza! dicha!molécula! de! agua! (Figura!
17b).! En! el! caso! de! las! fosfatasas! de! las! familias! CheC/CheZ/FliY! y! CheX,! la!
fosfatasa! necesita! además! la! interacción! por! puente! salino! entre! un! residuo!
acídico!propio!y!la!Lys!catalítica!conservada!del!centro!activo!del!RR!para!llevar!
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a!cabo!la!reacción!(Park(S.(Y.(et(al,(2004;(Pazy(Y.(et(al,(2009;(Silversmith(R.(E.,(
2010).!
Tanto!si!la!reacción!de!desfosforilación!del!RR!es!mediada!por!la!propia!HK!que!
forma! el! TCS,! como! si! es! una! fosfatasa! auxiliar! la! que! acelera! el! proceso,! el!
mecanismo!molecular!es!similar.! La!superposición!del!complejo!que! forma! la!
fosfatasa! CheX! con! el! RR! CheY3,! y! el! complejo! HK853PRR468,! corroboran! la!
presencia! de! un! residuo! (His! en! HKs! y! Asn/Glu! en! fosfatasas)! que! activa! la!
molécula!de! agua!que! ataca! al! grupo! fosforilo! unido! al!Asp! catalítico! (Figura!
17b)!(Casino(P.(et(al,(2010;(Zhao(R.(et(al,(2002;(Pazy(Y.(et(al,(2009).!
!
5.N!SISTEMAS!DE!DOS!COMPONENTES!COMO!DIANA!ANTIMICROBIANA.!
Uno!de! los!principales!problemas!médicos!y!económicos!actuales!consiste!en!
la!erradicación!de!infecciones!microbianas!causadas!tanto!por!bacterias!como!
por!hongos.!En!particular,!la!resistencia!a!fármacos!que!presentan!una!serie!de!
especies!bacterianas!patógenas!conocidas!como!“ESKAPE”!(de!los!organismos!
que! las! forman:! Enterococcus( faecium,( S.( aureus,( Klebsiella( pneumonia,(
Acinetobacter(baunanni,(P.(aeruginosa(y(Enterobacter(spp.)!ha!sido!declarada!
por! la! OMS! como! uno! de! los! problemas! de! salud! pública!más! acuciante.! La!
expresión! de! genes! encargados! en! el! crecimiento,! la! patogenecidad! o! la!
resistencia!a! fármacos!en! las!bacterias!están! regulados!en!muchos!casos!por!
TCSs.! Por! ello! y! debido! a! la! gran!dispersión!de! estos! sistemas! en! el! dominio!
Bacteria!y!a!la!ausencia!de!los!mismos!en!mamíferos,!los!TCSs!conforman!una!
perfecta!diana!para!el!desarrollo!de!fármacos!antimicrobianos.!!
!
La!mayoría!de!los!fármacos!antibacterianos!que!se!encuentran!actualmente!en!
el!mercado!se!derivan!de!compuestos!naturales!producidos!por!hongos!de! la!
familia! Penicillium( y! de! bacterias! como! Streptomyces( (Omura( S.,( 1992)( o!
Bacillus. La!manera!clásica!de!búsqueda!de!antibióticos!ha!sido!por!bioensayos!
donde! se! analiza! la! capacidad! de! inhibir! de! estos! compuestos! utilizando!
baterías! de! compuestos! naturales! producidos! por! hongos! y/o! bacterias!
(aunque! recientemente! se! han! utilizado! otras! fuentes)! o! sus! derivados.!
Aunque!este!método!ha! rendido!antibióticos!de!uso!habitual,!muchos!de! los!
compuestos!detectados!como!potentes!antibióticos! son! rechazados!debido!a!
los!efectos! secundarios!que!producen.!Esto!es!debido!en!gran!medida!a!que!
estas! búsquedas! no! discriminan! entre! la! inhibición! de! procesos! específicos!
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bacterianos! o! proteínas! esenciales! que! puedan! también! encontrarse! en!
organismos! superiores.! Dentro! de! los! cribados! de! librerías! se! encontraron!
diferentes! compuestos! con! actividad! antibiótica! cuyo! mecanismo! de! acción!
era!atribuido!a! la! inhibición!de!TCSs! (Barrett( J.(F.(y(Hoch(J.(A.,(1998),!aunque!
ensayos!específicos!posteriores!mostraron!que!la!inhición!que!producían!sobre!
proteínas! de! estos! sistemas,! principalemte! HKs,! era! por! acción! inespecífica,!
tales! como! la! agregación! o! la! disrupción! de! la!membrana! plasmática! donde!
éstas!se!asentaban!(Tabla!3).!!
!
!Tabla!3.!Características!de!los!inhibidores!de!TCSs!estudiados!hasta!la!fecha.!
!
Una!versión!más!moderna,!implica!la!búsqueda!de!nuevos!productos!naturales!
o!sintéticos!que!inhiben!blancos!específicos!en!microorganismos!(e.j.!un!paso!
particular! de! una! ruta! metabólica)! tomando! como! punto! de! partida! la!
información! estructural! de! las! proteínas! diana! en! un! proceso! de! diseño!
racional!de!fármacos.!!
El!diseño!racional!de!fármacos!se!basa!en!cribados!in(silico(e!in(vitro!(Tabla!3).!
El! diseño! in( silico! permite! obtener! compuestos! potencialmente!
antimicrobianos! mediante! el! uso! de! cribados! virtuales! basados! en! las!
INHIBIDOR( TCS( ORGANISMO(TESTADO( METODO(UTILIZADO(
DERIVADOS)DEL)TIAZOL)
Algr1/Algr2)) Pseudomonas*aeruginosa* In*vitro*(Inhiben)la)fosforilación)defosforilación)del)RR)y)su)unión)al)ADN)*
VanS/VanR) Enterococcus*faecium* In*vitro*(Inhiben)la)autofosforilación)de)la)HK)*
DERIVADOS)DE)TIRAMINAS) KinA/Spo0F) Bacillus*sub7lis,*Enterococcus*faecium,*Staphylococcus*
aureus* In*vitro**
DERIVADOS)DEL)ÁCIDO)
ANACARDICO)
KinA/Spo0F)
NRII/NRI)
Enterococcus*faecium*y*faecalis,*Staphylococcus*
aureus* Síntesis)química)de)compuestos)naturales)
SALICILANILIDAS)(CLOSANTEL)) KinA/Spo0F) Bacillus*sub7lis* In*vitro*(efectos)negaPvos)en)la)mitocondria)*
TIENOPIRIDINAS) HpkA)y)DrrA) In*vitro*(compiten)por)el)ATP)en)la)autofosofrilación)de)la)HK)*
DIPÉPTIDOS)y)HEXAPÉPTIDOS) CheA) Escherichia*coli,*Staphylococcus*aureus*y*epidermidis,*
Enterococcus*faecium,*Streptococcus*pneumoniae,*
pyogenes*y*vividans,*Moraxella*catarrhalis,*Klebsiella*
pneumoniae,*Proteus*mirabilis,*Pseudomonas*
aeruginosa**
In*vitro*(inhibición)de)la)proteina)quinasa)C)de)mamíferos)*
CIANOACETOACETAMIDAS) WalK)
VanS/VanR) Streptococcus*pneumoniae,*Enterococcus*faecium*
In*vitro*(Inhibición)autofosforilación)y)fosfotransferencia,)
agregación)de)las)proteínas)*
ETOINA)(LACTATO)ETACRIDINA)) HpkA77) Thermotoga*mari7ma** In*silico*(producen)agregación)de)las)proteínas)*
DERIVADOS)FENILOCOUMARINA) DosS/DosR) Mycobacterium*tuberculosis* In*silico*
NSC9608) PhoQ/PhoP) Salmonella*enterica* In*slicio*(Inhibición)de)la)unión)RR^ADN)*
PÉPTIDO)DE)DrrA) HpkA77) Thermotoga*mari7ma** Inhibe)la)autofosforilación)de)la)HK)y)produce)agregación)
DERIVADOS)DE:)TIAZOLIDINONA,)
BENZAMIDA,)FURANO)Y)
PIRIMIDONA)
WalK)
Staphylococcus*epidermidis* In*slico)(inhibe)autofosforilación)de)la)HK)*
DERIVADOS)SULFONOAMIDA) QseC/QseB) Escherichia*coli*
ANALOGOS)DEL)DIARILTRIAZOL)) KinA/Spo0F) Staphylococcus*epidermidis*y*aureus,*Enterococcus*
faecium*y*faecalis*(especies)resistentes)) Modiﬁcaciones)químicas)del)closantel)
TIORIDAZINA) VarS/VarR) Staphylococcus*aureus*(resistente)a)mePcilina)* Afecta)a)la)ﬂuidez)dela)membrana)(droga)anPpsicóPca))
CAROLACTON) PknB) Streptococcus*mutans* Metabolito)secundario)de)Streptomyces*sp.)
WALKMICINA)B)y)WALDIOMICINA) WalK) Bacillus*sub7lis*y*Staphylococcus*aureus* Metabolito)secundario)de)Streptomyces*sp.)
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estructuras!tridimensionales!obtenidas!de!las!proteínas!diana,!como!las!HKs.!El!
diseño! in(vitro!se!basa!en!el!cribado!experimental!de!librerías!de!compuestos!
basados,!bien!en!fragmentos(de!compuestos!potencialmente!antimicrobianos!
que!afectan!al!sistema!de!transducción!por!TCSs,(o!bien!mediante!el!diseño!de!
compuestos! que! inhiben! específicamente! una! determinada! diana.! Esta!
aproximación!racional!de!búsqueda!de!antimicrobianos!se!ha!seguido!para!el!
desarrollo!de!una!serie!de!compuestos!antibacterianos!inhibidores!de!las!HKs!
que! mimetizan! la! adenina! del! nucleótido! de! ATP! necesario! para! la!
autofoforilación! de! las! HKs! y! son! capaces! de! desplazarlo! e! inhibir!
específicamente! a! la! HK! uniéndose! a! su! dominio! CA! y! atenuando! así! la!
respuesta!generada!por!el!sistema!(Gotoh(Y.(et(al,(2010;(Theodorou(E.(C.(et(al,(
2011).!Debido!a!la!conservación!de!secuencia!y!estructural!que!presenta!este!
domino!CA!en!las!HKs,!sean!de!bacterias!gramPpositivas!o!gramPnegativas,!este!
dominio! representa! una! diana! ideal! para! el! desarrollo! de! antibióticos.! La!
selección!de! compuestos! inhibidores!del!dominio!CA!con!una!mayor!unión!a!
este! dominio! y! una!menor! agregación! son! actualmente! los! objetivos! en! los!
estudios!sobre!fármacos!antibacterianos! inhibidores!de!los!TCSs!(Francis(S.(et(
al,(2013).!
Debido! a! la! gran! importancia! terapeútica! que! tienen! los! TCSs! bacterianos!
como! diana! antibacteriana,! en! los! resultados! de! esta! Tesis! se! abordará! la!
búsqueda! de! compuestos! inhibidores! de! la! actividad! de! autofosforilación! en!
HKs!modelo.!!!
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El!objetivo!principal!de!la!Tesis!es!el!estudio!del!mecanismo!de!transducción!de!
la!señal!mediada!por!TCS!y!su!posible!utilización!como!diana!antibiótica.!Para!
ello!intentaremos!caracterizar!estructural!y!bioquímicamente!TCSs!canónicos!y!
otros!átipicos!que!puedan!ampliar!el!conocimiento!sobre!estos!sistemas!y!nos!
permitan! desarrollar! un! fármaco! antimicrobiano.! Hemos! abordado! este! idea!
general!dividiéndola!en!tres!objetivos.!
!
1.N! Estudio! del! mecanismo! canónico! de! los! sistemas! de! transducción! de!
señales! bacterianos! mediados! por! Sistemas! de! Dos! Componentes! usando!
sistemas!modelo.!!
! 1.1.N! Mecanismo! de! autofosforilación! en! las! HKs! modelo,! HK853! y!
EnvZ.!Definir! las!regiones!involucradas!en!la!direccionalidad!en!el!mecanismo!
de!autofosforilación!en!dos!HKs!modelo,!HK853!y!EnvZ,!cuya!direccionalidad!es!
diferente.! Estudio! de! la! importancia! de! residuos! conservados! en! el! centro!
catalítico!en!estas!dos!HKs!modelo.! Para!ello! tras!obtener! in( vitro! la!porción!
citoplasmática!de!ambas!HKs!y!de!diferentes!variaciones!de!ambas!obtenidas!
por! ingeniería! genética,! abordaremos! su! cristalización! y! la! realización! de!
ensayos! in( vitro! que! nos! permitan! caracterizar! su! mecanismo! de!
autofosforilación.!
! 1.2.N!Estudio!del!mecanismo!de!dimerización!en!RRs!canónicos!tras!su!
activación!por!fosforilación.!La!obtención!de!la!estructura!del!dominio!REC!del!
RR!canónico!OmpR!anterior!al!inicio!de!esta!Tesis!nos!permite!iniciar!estudios!
cristalográficos! con! la! proteína! completa! unida! a! su! promotor! en!un! intento!
por!conocer!el!mecanismo!de!activación!de!los!RRs!canónicos.!
1.3.N! Búsqueda! de! la! especificidad! en! la! dimerización! de! OmpR! y!
PhoB.!Estudiar!estructuralmente!todos!los!RRs!depositados!en!la!base!de!datos!
para! localizar! las! posiciones! necesarias! para! la! especificidad! en! la!
homodimerización! de! los! RRs! tipo! 4P5P5! tras! su! activación.! Búsqueda! de! la!
heterodimerización!in(vivo!entre!los!RRs!tipo!OmpR!y!PhoB.!
!
2.N!Estudio!de!sistemas!de!dos!componentes!atípicos.!
! 2.1.N!Sistema!MaeKNMaeR.!Estudios!cristalográficos!y!ensayos! in(vitro!
que! nos! permitan! definir! el!mecanismo! de! acción! del! sistema! atípico!MaeKP
MaeR!de! regulación! del!metabolismo!del! citrato! en! Lactobacillus( casei,! cuya!
HK!no!posee!los!residuos!conservados!para!su!autofosforilación.!!
2.2.N!Estudio!estructural!del!sistema!complejo:!NblSNSipANRpaB/SrrA.!
Estudio! cristalográfico! del! sistema! de! degradación! de! ficobilisomas! tras!
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diferentes! estreses! en! la! cianobacteria! Synechococcus( elongatus! que! posee!
dos!RRs,!RpaB!y!SrrA,!y!una!proteína!coactivadora,!SipA.!!
! 2.3.N! Estudio! del! RR! tipo! PIARR:! NblR.! Estudio! del! mecanismo! de!
activación! desconocido! del! RR! huérfano! tipo! PIARR! NblR! de! Synecococcus(
elongatus.!
!
3.N! Búsqueda! de! inhibidores! en! la! HK! CheA:! estudios! bioquímicos! y!
cristalográficos.!
Búsqueda!de!posibles!inhibidores!de!las!HKs!emuladores!del!nucleótido!de!ATP!
en! diferentes! baterías! de! compuestos! comerciales.! Estudio! cristalográfico! de!
los! inhibidores! con! el! dominio! CA! de! la! HK! CheA.! Ensayos! in( vitro! que! nos!
permitan!caracterizar!a!los!mejores!inhibidores!usando!las!HKs:!EnvZ!y!PhoR.!
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1.N!TÉCNICAS!EN!BIOLOGÍA!MOLECULAR.!
1.1.N!Clonación!de!genes!
CEstudio(del(mecanismo(de(autofosforilación(en(HKs(
La! clonación! tanto! de! los! dominios! catalíticos! de! las! HKs! HK853! y! EnvZ,! así!
como!la!producción!de!sus!proteínas!quimera!HK853chim!y!EnvZchim,!y!de!los!RRs!
RR468! y!OmpR,! tanto! la! proteína! completa! como! la! formada!por! el! dominio!
REC,!se!llevo!a!cabo!tal!y!como!se!describe!en!el!artículo!Casino(P.(et(al,(2014.!
(
CEstudio(del(mecanismo(de(activación(en(el(RR(OmpR(
Los! genes! utilizados! en! este! apartado,! tanto! de! la! proteína! OmpR! completa!
como! de! su! dominio! REC,! corresponden! con! los! utilizados! en! el! apartado!
anterior!y!se!clonaron!como!se!describe!en!Casino(P.(et(al,(2014.!
(
CEstudio(de(la(especificidad(en(la(homodimerización(de(los(RRs(
Los!genes!en!este!apartado!correspondientes!al!dominio!REC!de!los!RRs!OmpR!
y!PhoB!(OmpRREC!y!PhoBREC)!de!Escherichia(coli,!se!clonaron!con!anterioridad!a!
este! trabajo! de! Tesis! en! el! vector! de! expresión! pPROEXPHTa( (Invitrogen)!
conteniendo! una! secuencia! de! 6His! en! la! posición! aminoPterminal! de! las!
proteínas.! Se!utilizó! la!metodología!de!PCR!Quickchange! (Stratagene,!Agilent!
Technologies,!La!Jolla,!CA)!de!amplificación!del!vector!pPROEXPHTa(completo,!
con! los! genes! OmpRREC! o! PhoBREC! en! su! interior,! utilizando! los! cebadores!
pPROEX! HTa_lineal! (Tabla! 1)! que! hibridaban! a! ambos! lados! del! gen! de! la!β!
lactamasa!que!le!confiere!resistencia!a!ampicilina!al!vector.!De!este!modo,!se!
obtiene!un!vector!pPROEX!HTa!lineal!con!los!genes!de!OmpRREC!o!PhoBREC!en!su!
interior!pero!sin!el!gen!de!la!β!lactamasa.!Posteriormente,!se!amplificó!el!gen!
de! resistencia!a!kanamicina!del!vector!de!expresión!pNIC28PBsa4! (Savitsky(P.(
et( al,( 2010)( con! los! cebadores! Kanr! (Tabla! 1)! y! se! fusionó! al! vector! pPROEX!
HTaPOmpRREC/PhoBREC! linealizado!mediante! la!técnica! InPFusion!HD!(Clontech)!
generando!el! vector!pPROEX!HTa_kan.!Esto!permitió!cambiar! la! resistencia!a!
ampicilina! propia! del! vector! pPROEX! HTa! por! resistencia! a! kanamicina! en! el!
vector!pPROEXPHTa_kan.!!
(
CEstudio(del(TCS(MaeKCMaeR!
La!clonación!de!la!porción!completa!de!MaeR!y!de!su!dominio!REC,!al!igual!que!
la!generación!de!los!mutantes!D54A!y!D54N,!fue!realizada!por!el!laboratorio!de!
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Bacterias! Lácticas! del! Dr.! Manuel! Zúñiga! y! el! Dr.! Vicente! Monedero! en! el!
Instituto!de!Agroquímica!y!Tecnología!de!Alimentos!(IATAPCSIC)!tal!y!como!se!
describe!en!MiguelCRomero(L.(et(al,(2017.((
La! clonación! del! gen! correspondiente! a! la! porción! citoplasmática! de! MaeK!
(MaeKC)! se! realizó! con! los! cebadores! MaeKC! (Tabla! 1)! a! partir! de! ADN!
genómico! de! la! cepa! Lactobacillus( casei( BL23! en! el! vector! de! expresión!
pNIC28PBsa4!con!la!técnica!de!clonación!independiente!de!ligasa!(LIC!del!inglés!
LigaseCIndependent(Cloning)!(Savitsky(P.(et(al,(2010).!!
(
CEstudio(del(TCS(NblSCRpaB/SrrACSipA(
Las!clonaciones!de! las!proteínas!NblS219P664,!NblS466P664,! SipA,!RpaBREC!y!SrrAREC!
utilizadas! en! este! apartado! fueron! llevadas! a! cabo! con! anterioridad! a! este!
trabajo!de!Tesis!tal!y!como!se!recoge!en!Tesis(Doctoral!LópezCRedondo(M.(L.,(
2010.!!
(
CBúsqueda(de(inhibidores(de(la(reacción(de(autofosforilación(
Los! dominios! catalíticos! de! las! proteínas! HK853,! EnvZ! utilizadas! en! este!
apartado! fueron! clonadas! en! el! vector! de! expresión! pLICPSGC1! mediante! la!
técnica!LIC!tal!y!como!se!describe!en!Casino(P.(et(al,(2014.(!
La!clonación!de!los!dominios!catalíticos!DHp!y!CA!de!la!HK!PhoR!(residuos!239P
431)!de!E.(coli!y!de!la!porción!citoplásmatica!de!la!HK!PhoR!de!Staphylococcus(
aureus! correspondiente! a! los! dominios! PAS,!DHp! y! CA! (residuos! 213P553)! se!
realizó!en!el!vector!de!expresión!pLICPSGC1!mediante!la!técnica!LIC!a!partir!de!
ADN! genómico! del! organismo! correspondiente! y! utilizando! los! cebadores!
PhoRPCDE!y!PhoRPPASS!respectivamente.((
(
Tras! cada! clonación! se! transformó! por! electroporación! 1µl! del! vector! en!
células! de! E.( coli( DH5α! electrocompetentes! y! se! verificó! mediante!
secuenciación! la! correcta! inserción! y! orientación! del! gen.! Los! cebadores!
utilizados!en!el!clonaje!se!recogen!en!la!Tabla!1.!!
!
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Tabla!1.!Cebadores!utilizados!para!la!clonación!de!genes.!
!
1.2.N!Mutagénesis!dirigida.!!
Las!mutaciones! fueron! realizadas!mediante! el! método! de! PCR! basado! en! el!
sistema! Quickchange! (Stratagene,! Agilent! Technologies,! La! Jolla,! CA).!
Siguiendo! las! instrucciones! de! dicho! sistema,! se! utilizaron! dos! cebadores!
parcialmente!solapantes!que!introducían!la!mutación!en!dirección!5’P3’!y!3’P5’!
y!que!amplificaban!todo!el!vector!parental!(Tabla!2).!!
Para!la!obtención!de!mutantes!en!el!centro!catalítico!de!las!HKs!EnvZ!y!HK853!
se! utilizaron! los! genes! de! EnvZPCD! y! HK853PCD,! pertenecientes! a! la! parte!
catalítica!(DHp!y!CA)!de!cada!proteína,!que!previamente!habían!sido!clonados!
en! los! vectores! pLICPSGC1! para! HK853! y! pNIC28PBsa4! para! EnvZ! como! se!
describe! en! Casino( P.( et( al,( 2014.! Posteriormente,! el! vector! parental! no!
mutado! se! digería! con! la! enzima! de! restricción!DpnI! (1!U/μL)! durante! 2! h! a!
37°C.!DpnI!digiere!tan!sólo!el!ADN!metilado!que!se!corresponde!con!el!vector!
parental!proveniente!de!E.(coli,!por! lo!que!el!vector!mutado!amplificado!está!
protegido!de!la!digestión.!!
Seguidamente,! 1! μL! de! producto! de! digestión! es! transformado! por!
electroporación! en! células! DH5α! electrocompetentes.! Finalmente,! se!
seleccionan!diferentes!colonias!producto!de!la!transformación!y!se!realiza!una!
PCR! de! amplificación! del! inserto! en! cada! clon! para! verificar! la! correcta!
introducción!de!la!mutación!en!los!clones.!!
!
PROTEÍNA/PLÁSMIDO0 CEBADOR0 ACRÓNIMO0
pPROEX'HTa'lineal' 5´1CTGTCAGACCAAGTTTACTC13´'
5´1ACTCTTCCTTTTTCAATATTATTG13´' pPROEX'HTa_lineal'
Kanamicina'resistencia' 5´1TGAAAAAGGAAGAGTATGAGCCATATTCAACGGGAAAC13´'
5´1AACTTGGTCTGACAGTTAGAAAAACTCATCGAGCATC13´' Kan
r'
MaeKC'en'pNIC281Bsa4' 5´1TACTTCCAATCCATGAAAGAAATTGCTAGGCTGCTTG13´'
5´1ATCCACCTTTACTGTTATCAACGATTAGGCTGTTCGTC13´' MaeKC'
Dominios'DHp'y'CA'de'PhoR'de'
Escherichia)coli'
5´1TACTTCCAATCCATGGATGTCACGCAAATGCATCAACTG13´'
5´1TATCCACCTTTACTGTCAATCGCTGTTTTTGGCAATTAAACG13´' PhoR1CD
E'
Dominios'PAS,'DHp'y'CA'de'PhoR'de'
Staphylococcus)aures)'
5’1'TACTTCCAATCCATGCGTACATTAATCCGTCCCATTC1'3´''
5’1'TATCCACCTTTACTGTCATTCTTTATAATCTTTTAGAATAACTTTG'13’'' PhoR1PAS
S'
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Tabla!2.!Cebadores!utilizados!para!la!mutagénesis.!
!
2.N!MÉTODOS!GENERALES!ESTUDIO!PROTEÍNAS.!
2.1.N!Técnicas!cromatográficas!para!la!purificación!de!proteínas.!
Para! la! purificación! de! proteínas! mediante! cromatografía! de! afinidad! y! de!
filtración!en!gel!se!utilizó!el!sistema!cromatográfico! líquido!de!media!presión!
FPLC! (del! inglés! Fast( Performance( Liquid( Chromatography).! Para! la!
cromatografía!de!afinidad!se!usaron!columnas!HiTrap!FF!Crude!(GEHealthcare)!
de!1!y!5!ml.!Para!la!cromatografía!de!filtración!en!gel!se!usaron!las!columnas!
Superdex75!prep!grade!HiLoad!16/60!y!Superdex200!prep!grade!HiLoad!16/60!
(GEHealthcare)! según! el! peso! molecular! de! la! proteína.! En! la! Tabla! 3! se!
muestran!los!tampones!utilizados!para!las!distintas!cromatografías.!
!
!
MUTANTE' CEBADOR' ACRÓNIMO'
HK853&H260A& 5’,GAACATCTCGGCCGAGCTCAGAACGCCTTTAAC,3’&&5’,GTTCTGAGCTCGGCCGAGATGTTCGCTATGAACTC,3’&& HK853_H260A&
HK853&E261A& 5&́,CATCTCGCACGCGCTCAGAACGCCTTTAACGGCC,3&́&&5&́,CGTTCTGAGCGCGTGCGAGATGTTCGCTATGAAC&,3&́&& HK853_E261A&
&HK853&R263A& 5&́,GCACGAGCTCGCCTCGCCTTTAACGGCCATAAAAGC,3́&&5&́,CGTTAAAGGCGTGGCGAGCTCGTGCGAGATGTTC,3&́&& HK853_R263A&
HK853&N376A&& 5&́,GGTACTTTTGGCCCTTCTCAACAACGGGGTGAAG,3&́&&5&́,GTTGTTGAGAAGGGCCAAAAGTACCTGTCTGATTCTTG,3&́&& HK853_N376A&
HK853&N380A& 5’,CTTCTCAACGCCGGCGTGAAGTACTCAAAGAAAG,3’&&5’,GTACTTCACGCCGGCGTTGAGAAGATTCAAAAGTAC,3’&& HK853_N380A&
HK853&K383A&& 5&́,CAACGGGGTGGCGTACTCAAAGAAAGATGCTGGTG,3&́&5&́,CTTTGAGTACGCCACCCCGTTGTTGAGAAGATTC,3&́&& HK853_K838A&
HK853&R430A& 5&́,GAACAGTTTTACGCGGTGGATTCTTCGTTGACCTAC,3&́&&5&́,GAAGAATCCACGGCGTAAAACTGTTCGAATATCC,3&́&& HK853_R340A&
EnvZ&H243A& 5’,GGGTAAGTGCCGACTTGCGCACGCCGCTG,3’&&5’,CGCAAGTCGGCACTTACCCCCGCCATCAGC,3’&& EnvZ_H243A&
EnvZ&D244A&& 5’,GGGTAAGTCACGCCTTGCGCACGCCGCTG,3’&&5’,GGCGTGCGCAAGGCGTGACTTACCCCCGCCATC,3’&& EnvZ_D244A&
EnvZ&R246A&& 5&́,GTCACGACTTGGCCACGCCGCTGACGCGTATTC,3&́&&5&́,GTCAGCGGCGTGGCCAAGTCGTGACTTACCCCCG,3&́&& EnvZ_R246A&
EnvZ&N343A&& 5&́,GCGCGGTGGCGGCCATGGTGGTCAACGCCGCCC,3&́&&5&́,&GTTGACCACCATGGCCGCCACCGCGCGTTTGATC,3&́&& EnvZ_N343A&
EnvZ&N347A&& 5’,GAATATGGTGGTCGCTGCCGCCCGTTATGGCAATG,3’&&5’,CGGGCGGCAGCGACCACCATATTCGCCACGC,3’&& EnvZ_N347A&
EnvZ&R350A&& 5&́,GTCAACGCCGCCGCCTATGGCAATGGCTGGATCAAAG,3&́&&5&́,CCATTGCCATAGGCGGCGGCATTGACCACCATATTC,3&́&& EnvZ_R350A&
EnvZ&R392A&& 5&́,GCCGTTTGTCGCCGGCGACAGTGCGCGCACC,3&́&&5&́,GCACTGTCGCCGGCGACAAACGGCTGGAACAGG,3&́&& EnvZ_R392A&
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Tabla!3.!Tampones!utilizados.!
2.2.N!Electroforesis!en!geles!de!poliacrilamida.!
Se!utilizaron!técnicas!de!electroforesis!en!geles!de!poliacrilamida!para!separar!
proteínas! en! función! de! su! estado! (nativo! o! desnaturalizado).! En! la!
electroforesis!nativa!(nativoPPAGE),!se!sometió!a!las!proteínas!a!migración!en!
un! campo! eléctrico! a! 100! V! durante! 3! h! a! 4°C! separando! las! proteínas! en!
función! de! su! carga,! de! su! tamaño! y! de! su! forma.! En! la! electroforesis!
desnaturalizante! (SDSPPAGE),! las! proteínas! fueron! sometidas! a!migración! en!
un! campo! eléctrico! de! 200V! en! presencia! del! detergente! aniónico! dodecil!
sulfato! sódico! (SDS),! asegurando! la! completa! desnaturalización.! En! esta!
situación!la!migración!es!proporcional!al!tamaño!molecular!de!la!proteína!pero!
no! a! su! carga.! En! la! tabla! 2! se! muestran! los! distintos! tampones! de! carga!
TAMPONES) COMPOSICIÓN)
Puriﬁcación*proteínas*
!!!!Tampón!lisis! 50mM%Tris*Cl%pH%8,0,%500mM%NaCl,%1mM%PMSF,%1mM%β*mercaptoetanol%%
!!!!Tampón!A! 50mM%Tris*Cl%pH%8,0,%500mM%NaCl%
!!!!Tampón!B! 50mM%Tris*Cl%pH%8,0,%250mM%NaCl%
!!!!Tampón!C! 50mM%HEPES%pH7,5,%500mM%NaCl%
!!!!Tampón!D! 20%mM%Tris*HCl%pH%7,5,%20%mM%(NH4)2SO3,%500%mM%NaCl%%
!!!Tampón!E! 20mM%Tris*HCl%pH%7,5,%20%mM%(NH4)2SO3,%250%mM%NaCl%%
!!!Tampón!F! 20mM%Bis*Tris%pH%6,%20mM%(NH4)2SO3,%500%mM%NaCl,%10%glycerol%%
!!!Tampón!G! 20mM%Bis*Tris%pH%6,%20mM%(NH4)2SO3,%250%mM%NaCl,%10%glycerol%%
!!!Tampón!H! 50mM%Tris*Cl%pH%8,0,%150mM%NaCl,%5%%glicerol%
Fosforilación*
!!!!Tampón!quinasa!1! 50mM%Tris*CL%pH%8,0,%100mM%KCl,%10mM%MgCl2%%
!!!!Tampón!quinasa!2! 20mM%Tris%pH%7,5,%100mM%KCl,%10mM%MgCl2%
!!!!Tampón!quinasa!3! 20mM%Bis*Tris%pH%6,%100mM%KCl,%150%mM%NaCl,%5%glycerol,%10mM%MgCl2%%
!!!Tampón!parada!SDS;PAGE! 62,5%mM%Tris%pH%6.8,%30% %glicerol,%2% %SDS,%0,01% %de%azul%de%bromofenol,%0,74%M%β*
mercaptoetanol,%5mM%EDTA%
Generales*
!!!Tampón!de!carga!NaAvo;PAGE!! 62,5%mM%Tris%pH%6,8,%30% %glicerol,%0,01% %de%azul%de%bromofenol,%0,74%M%β*mercaptoetanol%%
!!!Tampón!de!carga!SDS;PAGE! 62,5%mM%Tris%pH%6,8,%30% %glicerol,%1% %SDS,%0,01% %de%azul%de%bromofenol,%0,74%M%β*mercaptoetanol%%
!!!Tampón!de!diálisis! 50mM%Tris*Cl%pH%8,0,%500mM%NaCl,%1mM%EDTA,%10mM%β*mercaptoetanol%
!!!Tampón!TKM! 2,5mM%Tris*CL%pH%7,6,%6mM%Acetato%potásico,%1mM%MgCl2%
!!!TBE!0,5x! 50mM%Tris,%50mM%ácido%bórico,%1mM%EDTA%
!!!TBS;T! 20mM%Tris*Cl%pH7,5,%150mM%NaCl,%0,1%Tween*20%
!!!Tampón!EMSA! 20mM%HEPES%pH8,0,%0,1mM%EDTA,%50mM%NaCl,%1mM%DTT,%5%%glicerol,%5mM%MgCl2%%
!!!Tampón!diálisis! 50mM%Tris*Cl%pH%8,0,%250mM%NaCl,%1mM%β*mercaptoetanol,%0,5mM%EDTA%
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utilizados! para! cada! tipo! de! electroforesis.! Para! visualizar! las! bandas! de!
proteína! en! los! geles! SDSPPAGE! y! nativoPPAGE,! se! procedió! a! la! tinción! con!
Coomasie!Blue.!
(
CTinción(Coomasie(Blue.(Para!visualizar!las!bandas!de!proteína!en!geles!de!SDSP
PAGE! y! nativoPPAGE! se! utilizó! una! solución! de! 0,008%! Coomasie! GP250.! Los!
geles!se!tiñen!durante!15min!y!se!destiñen!durante!20min!en!agua!destilada.!
2.3.N!Cuantificación!de!proteínas.!
CCálculo(de(la(concentración(de(proteína(mediante(el(método(Bradford.(
Para!cuantificar!la!concentración!de!proteína!mediante!este!método!utilizamos!
el!reactivo!BioCRad(Protein(Assay((BioPRad!Laboratorios,!Hercules,!CA).!!
(
CCálculo( de( la( concentración( de( proteína( a( partir( del( coeficiente( de( extinción(
molar( (ε)( a( 280( nm.! Algunas! proteínas! como! SipA! o! RR468! no! pueden!
cuantificarse!por!Bradford!por! lo!que!su!concentración!se!calcula!a!partir!del!
coeficiente!molar!(ε).!En!la!Tabla!3!se!muestran!los!ε!de!las!proteínas!utilizadas!
en!este!trabajo,!así!como!el!punto!isoeléctrico!(pI)!y!el!peso!molecular!(PM).!
Tabla!4.!Características!de!las!proteínas!utilizadas.!
2.4.N!Detección!proteínas!por!WesternNblot.!
Para!la!realización!de!los!ensayos!de!WesternPblot!se!corrieron!las!muestras!en!
geles! SDSPPAGE! al! 15%! de! acrilamida.! Posteriormente,! se! realizó! la!
transferencia!de!las!muestras!a!una!membrana!de!nitrocelulosa!utilizando!para!
ello!el!sistema!Mini!TransPBlot!Electrophoretic!Transfer!Cell!(BioPrad)!a!100V!y!
PROTEÍNAS* ε*(M.1*cm.1)* PM*(Da)* pI* PROTEÍNAS* ε*(M.1*cm.1)* PM*(Da)* pI*
HK853& 21860& 31983& 5,27& NblS4663466& 24390& 14770& 5,23&
HK853chim& 20580& 31019& 5,26& SipA& 10795& 10810& 5,32&
EnvZ& 24870& 27519& 5,46& RpaBFL& 29921& 16050& 5,21&
EnvZchim& 26150& 28375& 5,47& RpaBREC& 16564& 6520& 4,99&
RR468& 26150& 16382& 5,81& SrrAFL& 30569& 16050& 5,71&
OmpR&FL& 14770& 29906& 6,16& SrrAREC& 16211& 5240& 5,26&
OmpRREC& 5240& 16268& 5,76& NblRFL& 18730&& 28540& &5,39&
MaeKC& 36832& 15360& 5,63& PhoRE& 29361& 10810& 7,01&
MaeRFL& 27488& 11520& 7,89& PhoRS& 41585& 6760& 5,67&
MaeRREC& 17048& 6520& 6,43& CheA_CA& 18712& 18500& 5,84&
NblS2193466& 51997& 21790& 4,97&
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4°C! durante! 1h.! Finalizada! la! transferencia,! se! realizó! el! bloqueo! de! la!
membrana!con!caseína!diluía!en!TBSPT!(Tabla!3)!durante!45min!y!se!utilizó!el!
anticuerpo!conjugado!AntiPHis6PPeroxidase!(Roche),!también!diluido!en!TBSPT,!
para! incubar! la!membrana!durante!1h.!Tras!3! lavados! con!TBSPT! se! reveló! la!
membrana! con! Pierce! ECL! 2! Western! Blotting! Substrate! (Thermo! Scientific)!
utilizando!el!aparato!de!detección!Image!Quant!LAS4000!Mini!(GeHealthcare).!
!
3.N!EXPRESIÓN!Y!PURIFICACIÓN!PROTEÍNAS.!
3.1.N!Expresión!de!proteínas.!
La!expresión!de!las!proteínas!se!realizó!en!las!células!BL21PCodonPlus(DE3)PRIL!
(Stratagene),!a!excepción!de!los!RRs!MaeRFL!y!MaeRREC!que!se!realizó!en!células!
DH5α! y! de! PhoRS! que! se! realizó! en! las! células! Rosetta2(DE3)! (Novagen).! Las!
células! se! inocularon! en! medio! LB! con! la! concentración! del! antibiótico!
correspondiente:! 100ug/ml! para! Ampicilina! y! 33ug/ml! para! kanamicina! y!
cloramfenicol.!Tras!la!adición!de!una!dilución!1/50!de!un!precultivo!saturado!a!
nuevo!medio! LB,! los! cultivos! se! incubaron! en! agitación! a! 190rpm! hasta! que!
alcanzaron! una! densidad! óptica! (OD)! de! 0,6P0,7! correspondiente! a! fase!
exponencial.!Seguidamente,!se!indujo!la!expresión!de!la!proteína!adicionando!
1mM!de! isopropilPβPtiogalactopiranósido (IPTG)! e! incubando! a! 37°C! durante!
3h!en!el!caso!de!las!proteínas:!EnvZ,!EnvZchim,!HK853,!HK853chim,!CheA,!PhoRE,!
PhoRS!y!RR468!o!incubando!a!20°C!toda!la!noche!en!el!caso!de!las!proteínas:!
OmpR,!MaeR,!RpaB,!SrrA!y!SipA.!!
Para! el! RR! NblR! las! células! se! crecieron! a! 37°C! hasta! una! OD! de! 0,2! y!
posteriormente!se!disminuyó!la!temperatura!hasta!25°C.!Tras!alcanzar!una!OD!
de!0,7!se! indujo!con!1mM!IPTG!y!se!mantuvo! la!temperatura!a!25°C!durante!
4h.!!
Finalmente,! en! todos! los! casos,! se! recogieron! las! células! mediante!
centrifugación!a!4500rcf!y!se!congelaron!a!P20°C.!Se!utilizó!SDSPPAGE!con!geles!
al!15%!de!acrilamida!para!la!visualización!de!la!expresión!de!las!proteínas.!
(
CExpresión(con(Autoinducción.(
Para! la! expresión! de! las! HKs! MaeKC! y! los! constructos! de! NblS! NblS219P466! y!
NblS464P466,!tanto!de!forma!individual!como!en!complejo!con!SipA,!se!utilizó!la!
técnica! de! autoinducción! basada! en! el! crecimiento! de! las! células! en! medio!
autoinductivo! ZYPP5052! (Studier( F.( W.,( 2005).! Las! células! se! crecen! a! 37°C!
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hasta! fase! de! saturación! (OD! de! 1P2)! y! posteriormente! se! disminuye! la!
temperatura! a! 20°C! durante! 16h.! La! glucosa! presente! en! el! medio! evita! la!
utilización! de! lactosa! hasta! la! fase! de! saturación! que,! una! vez! alcanzada,!
comienza!a!ser!utilizada!por!la!bacteria!generando!alolactosa,! inductor!de!los!
vectores! de! expresión! inducibles! por! IPTG.! Se! utilizó! SDSPPAGE! con! geles! al!
15%!para!visualizar!la!expresión!de!las!proteínas.!
(
CExpresión(Selenio(metioninas((SeMet).(
El!marcaje!con!selenio!de!las!Met,!debido!a!la!sustitución!del!átomo!de!azufre!
por! selenio! en! las!Met,! en! las! proteínas! EnvZchim,! OmpRREC! y! SipA! se! realizó!
durante! la!expresión!de! las!proteínas!en! las! células!BL21PCodonPlus(DE3)PRIL!
con!el!protocolo!no!auxotrófico!de!Doublié! (Doublié(S.,(2007).!Se!utilizó!SDSP
PAGE!con!geles!al!15%!para!visualizar!la!expresión!de!las!proteínas.!
3.2.N!Purificación!de!proteínas.!
Todos! los! tampones! utilizados! en! la! purificación! de! proteínas! se! encuentran!
recogidos!en!la!Tabla!3.!
(
CPurificación(a(pequeña(escala:(mutantes(de(HK853(y(EnvZ.(
La!purificación!a!pequeña!escala!de! los!mutantes!de!HK853!y!EnvZ!utilizados!
en!el!estudio!funcional!de!los!residuos!catalíticos!implicados!en!la!reacción!de!
autofosforilación! se! realizó!a!partir!de!20!ml!de! cultivo.!Para!ello,! las! células!
recogidas! se! resuspendieron! en! tampón! conteniendo! Bugbuster! 10x! Protein!
Extraction! Reagent! (Novagen).! Después! de! incubar! a! temperatura! ambiente!
durante! 20min,! se! centrifugaron! a! 16000rcf! durante! 20min.! El! sobrenadante!
se!purificó!por!afinidad!utilizando!resina!de!Ni+2!HIGH!Density!NICKEL! (ABT)!y!
las! columnas! vacías! de! centrifugación! Pierce! Centrifuge! Columns! 0,8ml!
(Thermo!Scientific).!Los!tampones!usados!en!esta!purificación!fueron!tampón!
A,! suplementado! con! 300mM!de! imidazol! para! su! elución.! En! el! caso! de! las!
proteínas! de!Thermotoga(maritima! (HK853chim,!HK853! y! sus!mutantes)! antes!
de!su!purificación!se!calentaron!las!muestras!a!70°C!durante!10min!con!el!fin!
de!precipitar!las!proteínas!de!E.(coli!y!mejorar!la!pureza!ya!que!T.(maritima!es!
una!eubacteria!termófila!y!las!proteínas!son!termoestables.!!
Finalmente! las!proteínas! se!concentraron!usando! los!concentradores!Amicon!
Ultra! (Millipore)! y! tras! determinar! su! concentración! por! Bradford! se!
congelaron! a! una! concentración! de! entre! 10P50mg/ml! con! nitrógeno! líquido!
para!su!almacenamiento!a!P80°C.!
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(
CPurificación(a(gran(escala.(
Para! la!purificación!del! resto!de!proteínas!se!procedió!al! lisado!de! las!células!
en!tampón!de! lisis!mediante!sonicación!con!pulsos!de!1seg!sonicación!y!1seg!
de! reposo! durante! 16min.! Posteriormente! se! centrifugó! el! lisado! a! 16000rfc!
durante!30min!y!el!sobrenadante!fue!purificado!por!cromatografía!de!afinidad.!
Tras!un!lavado!con!25P50mM!de!imidazol!en!tampón!A!para!las!proteínas!EnvZ,!
EnvZchim,!HK853,!HK853chim,!CheA,!PhoRE,!PhoRS,!RR468,!NblS219P466,!NblS464P466,!
SipA,! SrrA! y! RpaB! tampón! C! para!OmpRFL,! tampón!D! para!MaeKC,! tampón! F!
para!MaeR!y!tampón!H!para!NblR,!las!proteínas!eluyeron!con!300P350mM!de!
imidazol!en!su! tampón!de!purificación!correspondiente.!Posteriormente!para!
comprobar!el!estado!de!agregación!de!la!proteína!se!realizó!cromatografía!de!
filtración! en! gel! para! las! proteínas! EnvZ,! EnvZchim,! HK853,! HK853chim,! CheA,!
PhoRE,! PhoRS,! RR468,! NblS219P466,! NblS464P466,! SipA,! SrrA,! RpaB! y! NblR! con! el!
tampón!B,!OmpRFL!con!tampón!C,!!MaeKC!con!tampón!E!y!MaeR!con!tampón!G!.!
Finalmente,! las! proteínas! se! concentraron! usando! los! concentrados! Amicon!
Ultra! (Millipore)! y! tras! determinar! su! concentración! por! Bradford! o! por!
coeficente!de!extinción!molar!se!congelaron!a!una!concentración!de!entre!10P
50mg/ml!con!nitrógeno!líquido!para!su!almacenamiento!a!P80°C.!!
(
CDigestión(de(la(cola(de(6His(con(TEV.(
Posteriormente!a!la!cromatografía!de!afinidad,!se!procedió!a!la!digestión!de!la!
cola!de!!afinidad!de!6His!de!las!proteínas!EnvZchim,!OmpRREC,!OmpRFL,!!MaeRREC,!
MaeRREC!D54A,!SipA!y!SrrAREC!mediante!incubación!con!la!proteasa!del!virus!del!
tabaco! TEV! (Tobacco( Etch( Virus)! en! una! relación! molar! de! 1:20!
(proteasa:proteína).!La!digestión!se!realizó!durante!una!diálisis!para!eliminar!el!
imidazol! del! tampón! de! elución.! El! tampón! utilizado! para! la! diálisis! aparece!
recogido! en! la! tabla! 3.! Posteriormente,! para! separar! tanto! la! proteína! no!
digerida! de! la! digerida! como! de! la! proteasa,! se! realizó! una! segunda!
cromatografía!de!afinidad!seguida!de!filtración!en!gel.!!
!
4.N!ENSAYOS!DE!AUTOFOSFORILACIÓN!Y!FOSFOTRANSFERENCIA!CON![γ N32P]!
ATP.!
Los! ensayos! de! fosforilación! y! fosfotransferencia! se! realizaron! en! tampón!
quinasa! que! contenía! una!mezcla! de! ATP! y! [γP32P]ATP! (3000! Ci/mmol! Perkin!
Elmer,!Wellsley,! MA).! Durante! el! transcurso! de! la! reacción,! las! muestras! se!
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incubaron!a!37°C!o!temperatura!ambiente!según!el!experimento!y!se!pararon!
a!diferentes!tiempos!añadiendo!tampón!de!parada!SDSPPAGE!(Tabla!3)!en!una!
relación!(v/v)!1:4!(tampón:muestra).!El!tampón!de!parada!contenía!el!doble!de!
SDS!debido!a!que!estas!muestras!no!se!calentaron!a!95°C!antes!de!cargarlas!en!
el!gel.!Para!visualizar!las!bandas!fosforiladas!en!los!geles!SDSPPAGE!al!15%!de!
acrilamida,! éstos! se! secaron! y! se! revelaron! mediante! autorradiografía!
electrónica! utilizando! un! Fluoro! Image! Analyzer! FLAP5000! (Fuji,! FUJIFILM!
Europe!GMBH,!Düsseldorf,!Alemania).!!
4.1.N!Ensayos!autofosforilación.!
Para! la! realización! de! los! ensayos! de! autofosforilación! se! utilizaron! las! HKs!
purificadas!a!una!concentración!de!4µM!en!el!tampón!quinasa!1!(Tabla!3)!a!las!
que!se!añadieron!concentraciones!de!0,1mM!ATP!y!0,1µCi![γP32P]!ATP.!Tras!la!
realización!del!ensayo!las!muestras!se!corrieron!en!geles!al!15%!de!acrilamida!!
(
CEnsayos(autofosforilación(MaeK(
Para!los!ensayos!de!autofosforilación!de!MaeKC!se!utilizó!27µM!de!la!proteína!
con! concentraciones! de! 0,1mM! ATP! y! 0,1P0,5µCi! [γP32P]! ATP! en! el! tampón!
quinasa!2!(Tabla!3).!!
(
CEnsayos(IC50(con(inhibidores(
Para! obtener! los! valores! de! IC50!de! los! compuestos! inhibidores! con! las! HKs!
modelo! EnvZ,!HK853! y! PhoR!de!E.( coli(y!S.( aureus,( se! incubaron!2µM!de! las!
proteínas! con! diferentes! concentraciones! de! los! compuestos! inhibidores!
durante! 30min! a! temperatura! ambiente.! Posteriormente,! se! fosforilaron!
durante!2min!utilizando!concentraciones!de!0,05mM!ATP!y!0,1µCi![γP32P]!ATP!
en!el! tampón!quinasa!1! (Tabla!3).!La!cuantificación!de! la! inhibición!se!realizó!
con!el!programa!MultiGauge!(Fuji)!y!la!representación!gráfica!y!obtención!de!la!
IC50! se! realizó! con!el!programa!GraphPad!Prism5!mediante! la! representación!
de!la!actividad!frente!al!logaritmo!de!la!concentración!de!compuesto!inhibidor.!!
4.2.N!Ensayos!fosfotransferencia.!
En! los!ensayos!de! fosfotransferencia!se!procedió!a! la!autofosforilación!de! las!
HKs! tal! y! como! se! describe! en! el! apartado! anterior! durante! 10min! a! 37°C! y!
posteriormente!se!añadió!el!RR!en!una!relación!molar!HK:RR!1:1,2.!!
(
CEnsayo(de(fosfotransferencia(E1CHPrCMaeKC.(
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Para! los! ensayos! de! fosfotransferencia! entre! E1,! HPr! y! MaeKC! primero! se!
procedió! a! la! fosforilación! durante! 15! min! a! 37°C! de! la! proteína! E1! con!
fosfoenol!piruvato!(PEP)!marcado!con!32P!(PEPP32).!Para!la!síntesis!del!PEPP32!se!
incubó! a! 30°C! durante! 90min! 250mM! trietanolaminaPCl! pH7,6,! 150mM! KCl,!
30mM!MgCl2,!3,3mM!PEP,!10mM!piruvato,!2U!piruvato!quinasa!y!1mCi![γP32P]!
ATP.!Tras! la! fosforilación!de!E1! se!añadió!HPr!y!MaeK!en!una! relación!molar!
1:1:1.!
5.N!ENSAYOS!DE!FOSFORILACIÓN!Y!DESFOSFORILACIÓN!DE!RRs!UTILIZANDO!
32PNAcP.!
5.1.N!Ensayos!fosforilación!RRs.!
CSíntesis(de(32PCAcP.(
Para! la! síntesis! del! 32PPAcP! se! incubó! durante! 2h! a! temperatura! ambiente!
10µCi! [γP32P]ATP! con! acetato! quinasa! en! el! tampón! TKM! (Tabla! 3).! Tras! la!
incubación!se!utilizó!un!concentrador!Amicon!de!10K!para!separar!el! 32PPAcP!
de!la!acetato!quinasa.!Con!una!eficiencia!del!100%!en!la!que!todo!el!acetato!se!
transforma!en!32PPAcP,!obtenemos!una!solución!de!32PPAcP!a!100mM.!
(
C(Fosforilación(de(MaeR(con(32PCAcP.(
La! fosforilación!de!MaeR!con!32PPAcP!se! llevó!a!cabo!en!el! tampón!quinasa!3!
(Tabla! 3)! con! 30µM! de! proteína! y! 17mM! 32PPAcP! incubando! a! temperatura!
ambiente.! La! reacción! se!paró!a!diferentes! tiempos!añadiendo!el! tampón!de!
parada! (Tabla!3)! en! la! relación!1:4.!Para! visualizar! las!bandas! fosforiladas!en!
los! geles! SDSPPAGE! al! 15%! de! acrilamida,! éstos! se! secaron! y! se! revelaron!
mediante! autorradiografía! electrónica! utilizando! un! Fluoro! Image! Analyzer!
FLAP5000!(Fuji,!FUJIFILM!Europe!GMBH,!Düsseldorf,!Alemania).!
5.2.N!Ensayos!desfosforilación!RR.!
Para!los!ensayos!de!desfosforilación!de!MaeR!por!su!HK,!MaeK,!se!fosforiló!con!
32PPAcP! tal! y! como! se! explica! en! el! apartado! anterior! y! posteriormente! se!
incubó!durante!diferentes!tiempos!a!temperatura!ambiente!con!la!HK!en!una!
relación! molar! HK:RR! 1:1,2.! La! reacción! se! paró! a! diferentes! tiempos!
añadiendo!el!tampón!de!parada!(Tabla!3)!en!la!relación!1:4.!Para!visualizar!las!
bandas! fosforiladas! en! los! geles! SDSPPAGE! al! 15%! de! acrilamida,! éstos! se!
secaron! y! se! revelaron! mediante! autorradiografía! electrónica! utilizando! un!
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Fluoro! Image! Analyzer! FLAP5000! (Fuji,! FUJIFILM! Europe! GMBH,! Düsseldorf,!
Alemania).!
6.N!ENSAYOS!DE!AFINIDAD!HKNLIGANDO!POR!MICROCALORIMETRÍA,!ITC.!
Los!ensayos!de!afinidad!de!HK853,!EnvZ!y!sus!mutantes,!así!como!de!MaeKC,!
por! el! análogo! no! hidrolizable! del! ATP,! el! AMPPNP,! se! realizaron! mediante!
ensayos! de! calorimetría! de! titulación! isotérmica! (ITC)! con! un! NanoPITC! Low!
volumen! (TA! Instruments).! Los! experimentos! se! llevaron! a! cabo! a! una!
temperatura! de! 25°C! y! agitación! constante.! Detalladamente,! las! HKs! se!
colocan!en!la!celda!a!una!concentración!de!30µM!mientras!que!el!AMPPNP!se!
añade! en! la! celda! en! 30P25! inyecciones! de! 1,5P2µl! a! intervalos! de! 180seg!
variando! la! concentración! de! 0,7P5! mM.! Los! picos! de! energía! generados! se!
integran! y! analizan! a! través! del! programa! NanoAnalyze! (TA! Instrument)!
usando!un!modelo!independiente.!!!
7.N!ENSAYOS!DE!MOVILIDAD!ELECTROFORÉTICA,!EMSAs.!
Los! ensayos! de! movilidad! electroforética! o! EMSA! (del! inglés! Electrophoretic(
Mobility(Shift(Assay)!se!realizaron!en!geles!de!acrilamida!al!6%!con!TBE!0,5x!y!
se!corrieron!en!tampón!0,5x!TBE!a!100V!y!4°C!durante!aproximadamente!2h.!
En! todos! los! casos! se! utilizó! 1µg/ml! de! poly(dIPdC)! como! ADN! inespecífico.!
Para! visualizar! las! bandas! fosforiladas! en! los! geles! SDSPPAGE! al! 6%! de!
acrilamida,! éstos! se! secaron! y! se! revelaron! mediante! autorradiografía!
electrónica! utilizando! un! Fluoro! Image! Analyzer! FLAP5000! (Fuji,! FUJIFILM!
Europe!GMBH,!Düsseldorf,!Alemania).!
!
PEnsayos(EMSA(OmpR(con(F1,(C1(y(F1.1CF1.7.(
Inicialmente! se! sintetizaron! los! cebadores! (Tabla! 5)! que! formaban! las! cajas.!
Para! hibridar! y! generar! ADN! de! doble! cadena! se! incubaron! los! cebadores!
durante!10min!a!95°C!y!se!dejaron!enfriar!lentamente!durante!toda!la!noche.!
Para! la! realización!de! los!ensayos!EMSA!de!OmpR!con! las!cajas!F1!y!F1.1P1.7!
derivadas! del! promotor! ompF! y! la! caja! C1! derivada! del! promotor! ompC! se!
incubó!durante!1h!a! temperatura!ambiente!concentraciones!de!1µM,!2µM!y!
20µM! de! OmpR! con! 1µM! de! las! cajas! en! el! tampón! EMSA! (Tabla! 3)! en!
ausencia!y!presencia!de!50mM!de!AcP.!!
!
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PEnsayos(EMSA(NblR,(NblRC69A,(NblRC96A,(NblRC69A/C96A,(NblRY104A((con(nblA.(
Para! la! realización! de! los! EMSAs! con! las! proteínas! NblR,( NblRC69A,! NblRC96A,!
NblRC69A/C96A,! NblRY104A! el! promotor( nblA! completo! se! obtuvo! por! PCR!
utilizando! los! cebadores! nblA! mientras! los! fragmentos! 1,! 2,! 3! y! 4! se!
sintetizaron! e! hibridaron! tras! incubar! 10min! a! 95°C! y! dejar! enfriar! durante!
toda!la!noche!lentamente!(Tabla!5).!Los!fragmentos!de!ADN!de!doble!cadena!
se!marcaron!en!la!región!5´!con![γP32P]ATP!utilizando!la!polimerasa!T4!(Takara)!
en!tampón!PNK!(Tabla!3)!durante!30min!a!37°C!y!se!eliminó!el!exceso!de![γP
32P]!ATP!con!resina!Sephadex!GP25!Fine!(GeHealthcare).!Para!la!realización!del!
experimento!se! incubaron!durante!30min!a!4°C!0,04!pmol!de! los! fragmentos!
con! concentraciones! de! entre! 1,7P280,3! pmol! de! las! proteínas! en! tampón!
EMSA!(Tabla!3).!
Los! ensayos! de! EMSA! de! los! RRs!MaeR! y! los!mutantes!MaeR!D54N! y!MaeR!
D54A! con! su! promotor! fueron! realizados! por! el! laboratorio! del! Dr.! Manuel!
Zúñiga! y! el! Dr.! Vicente!Monedero! del! IATAPCSIC! tal! y! como! se! describen! en!
MiguelCRomero(L.(et(al,(2017.!!
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Tabla!5.!Cebadores!utilizados!en!la!realización!de!EMSAs.!
(
8.N!ENSAYOS!FILTRACIÓN!EN!GEL.!
Para! la! realización!de! los!ensayos!de! filtración!en!gel! se!utilizó!el! sistema!de!
cromatografía! líquida! de! media! presión! FPLC! y! las! columnas! Superdex! 75!
10/300GL!y!Superdex!200!10/300GL!(GEHealthcare).!Para!la!proteína!MaeRFL!y!
MaeRREC!se!utilizó!el!tampón!G!(Tabla!3)!para!correr!las!muestras!en!ausencia!y!
en!presencia!de!50mM!de!AcP.!Para!las!proteínas!NblR!y!sus!mutantes!NblRC69A,!
NblRC96A,!NblRC69A/C96A,!NblRY104A!se!utilizó!el!tampón!A!(Tabla!3).!
PROTEÍNA/PLÁSMIDO0 CEBADOR0 ACRÓNIMO0
Caja$F1$dl$promotor$ompF$ 5´0$CCTTTACTTTTGGTTACATATTCC0$3´$5´0$GGAATATGTAAGGAAAAGTAAAGG$03´$ F1$
Derivado$F1.1$de$la$caja$F1$$ 5´0$CCTTTACTTTTGGTTACATATTC$03´$5´0$GGAATATGTAACCAAAAGTAAAG$03´$ F1.1$
Derivado$F1.2$de$la$caja$F1$$ 5´0$CCTTTTACTTTTGGTTACATATTTCC$03´$5´0$GGAAATATGTAACCAAAAGTAAAAGG0$3´$ F1.2$
Derivado$F1.3$de$la$caja$F1$$ 5´0$CCATTTTACTTTTGGTTACATATTTTCC$03´$5´0$GGAAAATATGTAACCAAAAGTAAAATGG$03´$ F1.3$
Derivado$F1.4$de$la$caja$F1$$ 5´0$CCAATTTTACTTTTGGTTACATATTTTTCC$03´$5´0$GGAAAAATATGTAACCAAAAGTAAAATTGG$03´$ F1.4$
Derivado$F1.5$de$la$caja$F1$$ 5´0$CCAATTTTACTTTTGGTTACATATTTTTC$03´$5´0$GGAAAAATATGTAACCAAAAGTAAAATTG$03´$ F1.5$
Derivado$F1.6$de$la$caja$F1$$ 5´0$CCAAATTTTACTTTTGGTTACATATTTTTTCC$03´$5´0$GGAAAAAATATGTAACCAAAAGTAAAATTTGG$03´$ F1.6$
Derivado$F1.7$de$la$caja$F1$$ 5´0$CCTAAATTTTACTTTTGGTTACATATTTTTTCCC$03´$5´0$GGGAAAAAATATGTAACCAAAAGTAAAATTTAGG$03´$ F1.7$
Caja$C1$del$promotor$ompC$$ 5´0$CCTTTACATTTTGAAACATCTACC0$3´$5´0$GGTAGTGTTTCAAAATGTAAAGG0$3´$$ C1$
Promotor$nblA$ 5´0$GCGCTGCCTGGGAAAGTCACG0$3´$5´0$GACAAAGTCTCAGAAAGACTTAAC03´$ nblA$
Fragmento$1$nblA$
5´0$GGGGATCTGTGGCTGTTCCTTAAGCGTCCTGCAGATCGCCCTACCGGCAGTT$
CGCTGTCTCAGAAAGGGCAAATCCTTTCTCAGGATCAAGGCGCTGCCTGGGAA03´$
5´0$TTCCCAGGCAGCGCCTTGATCCTGAGAAAGGATTTGCCCTTTCTGAGACAGCG$
AACTGCCGGTAGGGCGATCTGCAGGACGCTTAAGGAACAGCCACAGATCCC0$3´$
nblA1$
Fragmento$2$nblA$
5´0$CCTACCGGCAGTTCGCTGTCTCAGAAAGGGCAAATCCTTTCTCAGGATCAAGGCG$
CTGCCTGGGAAAGTCACGCCAATTCTGTAGCACCCGTAGCAGGAGCAGCGCGTAG03´$
5´0$CTACGCGCTGCTCCTGCTACGGGTGCTACAGAATTGGCGTGACTTTCCCAGGCAG$
CGCCTTGATCCGAGAAAGGATTTGCCCTTTCTGAGACAGCGAACTGCCGGTAGG03´$
nblA2$
Fragmento$3$nblA$
5´0$CGCTGCCTGGGAAAGTCACGCCAATTCTGTGTAGTCACCCGTAGCAGGAGCAGC$
GCGTAGATTGTAAACAATCACTACACAGATAAGATTCGAGATAGCAGTATTGAC03´$
5´0$GTCAATACTGCTATCTCGAATCTTATCTGTGTAGTGATTGTTTACAATCTACGCGCT$
GCTCCTGCTACGGGTGCTACAGAATTGGCGTGACTTTCCCAGGCAGCG03´$
nblA3$
Fragmento$4$nblA$
5´0$AGCGCGTAGATTGTAAACAATCACTACACAGATAAGATTCGAGATAGCAGTATTC$
GGCTCGTCAAGCCATAGTTACCTTGTGTAACAATTCAGAAAGACTCTGAAACGA03´$
5´0$CTGTTTCAGAGTCTTTCTGAATTGTTACACAAGGTAACTATGGCTTGACGAGCCGA$
ATACTGCTATCACGAATCTTATCTGTGTAGTGATTGTTTACAATCTACGCGCT03´$
nblA4$
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9.N!ENSAYOS!DE!FLUORESCENCIA.!
CEstudio(de(la(especificidad(en(la(heterodimerización(de(los(RR.(
En! un! intento! por! reproducir! los! experimentos! de! fluorescencia! llevados! a!
cabo!en!Batchelor(E.(y(Goulian(M.,(2003(usando!un!Aminco!Bowman!SLM!8100!
espectroPfluorímetro! (Jobin! Yvon,! Edison,! NJ)! para!medir! la! fluorescencia! de!
YFP!excitando!a!505!nm!y!recogiendo!la!emisión!a!527!nm!y!la!fluorescencia!de!
CFP! excitando! a! 434! nm! y! recogiendo! la! emisión! a! 477! nm,! utilizamos! el!
fluorímetro! Wallac! 1420! Victor2! (Perkin! Elmer)! y! un! filtro! de! excitación! a!
490nm!y!de!emisión!a!535nm!para!detectar!la!presencia!de!YFP!y!de!excitación!
a!405nm!y!emisión!a!460nm!para!detectar!la!presencia!de!CFP.!
(
CEstudio(del(RR(PIARR(NblR.(
Los!ensayos!de!fluorescencia!con!el!RR!NblR!se!desarrollaron!en!el!laboratorio!
del! Dr.! José! Luis! Neira! en! el! Instituto! de! Biología! Molecular! y! Celular! de! la!
Universidad! Miguel! Hernández! de! Elche.! En! ellos! se! utilizó! un!
espectrofluorímetro!Cary!Eclipse! (Varian,!California,!USA)!unido!a!un! sistema!
Peltier!para!obtener!el!espectro!de!emisión!entre!300P400nm!tras!excitar!a!las!
proteínas!NblR,!NblRC69A,!NblRC96A,!NblRC69A/C96A! y!NblRY104A! a!280nm!o!295nm!
en! cubetas! de! cuarzo! (Hellma)! de! 1cm! de! paso! de! luz.! Los! experimentos! se!
realizaron! en! tampón! EMSA! (Tabla! 3)! con!una! concentración!de! proteína! de!
2µM!y!un!rango!de!entre!0,5P4µM!de!concentración!de!ADN!tras!su!incubación!
a! 25°C! durante! toda! la! noche.! Las! constantes! de! disociación,! KD,! entre! las!
especies! de! NblR! (NblRPspecies)! y! los! fragmentos! del! promotor! nlbA! se!
calcularon!por!el!ajuste!del!cambio!de!la!intensidad!de!fluorescencia,!o!energía!
diferencial!(<λ>)!frente!a!la!concentración!de!proteína!añadida:!
!
!
!
donde! [DNAPbox]! es! la! concentración! de! los! fragmentos! de! ADN,! [NblRP
especies]!es! la!concentración!de!proteína,!Fmeas!es! la!medida!de!fluorescencia!
para! cada! fragmento!de!ADN,!ΔFmax! es! la!diferencia!de! fluorescencia! cuando!
todas! las! especies! de!NblR! están! formando! complejo! y! F! es! la! fluorescencia!
emitida! por! la! proteína! sin! presencia! de! ADN.! El! ajuste! de! la! ecuación! se!
realizó!con!el!programa!Kaleidagraph!(Abelbeck).!
2.9. Fluorescence assays
Spectrawere collected on a Cary Eclipse spectroﬂuorometer (Varian,
California, USA) interfaced with a Peltier system. A 1-cm-path-length
quartz cell (Hellma) was used. Experiments were carried out at 25 °C
in Hepes buffer at pH 8.0 (20 mM), containing 0.1 mM EDTA, 50 mM
NaCl, 1 mM DTT, 5% glycerol and 5 mMMg2Cl. Single strand DNA frag-
ments were chemically synthesized (Sigma) a d double stranded DNA
probes were generated by the hybridisation in water at 95 °C of equi-
molecular amounts of complementary single strand DNA chains follow-
ing a slow cooling to room-temperature. Proper hybridisation of the
fragm nts was evaluated with a QIAxcel Syst m (Qiagen).
Spectra of isolated NblR and its mutants (C69A, C96A, C69A/C96A
and Y104A) were acquired by excitation at 280 or 295 nm; the emis-
sion was collected between 300 and 400 nm. The excitation and emis-
sion slits were set to 5 nm, and the response was 1 nm. Binding
experime ts of the NblR and its mutants to any of the double-
stranded DNA fragments were carried out as described [ 1]. Brieﬂy,
increasing amounts of the corresponding DNA fragment, in the
range 0.5–4 μM, were added to a solution containing 2 μM of wild-
type NblR or any of its mutants, in the above buffer; the ﬂuorescence
was measured after overnight incubation at 25 °C. The apparent dis-
soci tion constants of the NblR-species–DNA-fragments complexes,
KD, were calculated by ﬁtting the ﬂuorescence change in intensity,
or in the average energy (bλ>) [22], versus the concentration of
added protein:
Fmeas
¼ F þ ΔFmax
DNA−box½ $ þ NblR−species½ $ þ KDð Þ−ﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃﬃ
DNA−box½ $ þ NblR−species½ $ þ KDð Þ2−4 NblR−species½ $ DNA−box½ $
q !;
ð1Þ
where [DNA-box] is the concen ration of dded DNA fragment; [NblR-
species] is the concentration of the corresponding wild-type NblR or
its mutants; Fmeas is the measured ﬂuorescence parameter at each
[DNA-box]; ΔFmax is the change in that parameter, when all NblR spe-
cies is forming the complex; and F is the ﬂuorescence parameter when
no DNA-frag ent was dded. Fitting to Eq. (1) was carried out with
Kaleidagraph (Abelbeck software), working on a PC computer.
As a control experiment we also carried out the binding of wild-
type NblR to an E3-box [33]. The E3-box probe was generated by
annealing E3-box-F and E3-box-R oligonucleotides (Table S1). Fluo-
rescence experiments were carried out as described above by using
a 2 μM concentration of wild-type NblR.
2.10. Circular dichroism
Spectra of the wild-type and the mutants were collected on a Jasco
J810 (Japan) spectropolarimeter with a Peltier unit. The instrument
was periodically calibrated with (+)-10-camphorsulfonic acid. Spec-
tra were acquired at 25 °C in phosphate buffer at pH 7.0 (50 mM). The
scan speed was 50 nm min−1, with a data pitch of 0.2 nm and a band
width of 1 nm. Six scans were acquired for each protein at a concen-
tration of 6 μM. Molar ellipticity was obtained as described [23].
2.11. Protein identiﬁcation by mass spectrometry analysis
Aliquots of 25 μg of proteins were diluted up to 90 μl in 50 mM
ammonium bicarbonate (pH 8.0) containing 10 mM DTT. After incu-
bation at 60 °C for 20 min, the samples were cooled and 10 μl of
iodoacetamide was added to obtain a ﬁnal iodocetamide concentra-
tion of 55 mM. The reactions proceeded for 30 min at room tempera-
ture in the dark. To determine available free thiol groups a parallel
procedure was carried out in the absence of DTT. For the double
thiol group labeling experiments, aliquots of 25 μg of protein were di-
luted up to 80 μl in 50 mM ammonium bicarbonate (pH 8.0)
containing 5.5 mM iodocetamide. After incubation at room tempera-
ture in the dark for 30 min, 10 μl of DTT was added to obtain a ﬁnal
concentration of 10 mM. Reduction proceeded for 20 min at 60 °C
and, after cooling the sample, 10 μl of 4-vinylpyridine was added to
a ﬁnal concentration of 100 mM. Afterwards, samples were digested
with sequencing grade trypsin (Promega) as described [24], and sub-
ject to peptide mass Fingerprinting.
The digestion mixture was dried in a vacuum centrifuge, resus-
pended in 7 μl of 0.1% TFA (triﬂuoroacetic acid, Sigma), and 1 μl was
spotted onto the MALDI target plate. After the droplets were air-
dried at room temperature, 0.5 μl of matrix (5 mg ml−1 CHCA α-
cyano-4-hydroxycinnamic acid, Sigma) in 0.1% TFA-ACN/H2O (1:1,
v/v) was added and allowed to air-dry at room temperature. The
resulting samples were analyzed in a 4700 Proteomics Analyzer (AB
SCIEX, Foster City, USA) in positive reﬂectron mode (3000 shots
every position). The spectra were normalized by the maximum inten-
sity peak. The match of the peaks corresponding to protein peptides
was done with mMass [25] taking into account as variable modiﬁca-
tions: the oxidation or dethiomethylation of Met residues, and the
carbamidometylation of Cys, Lys, His, Asp, Glu or N-terminal residues.
3. Results and discussion
3.1. In vivo effect of mutations Cys69Ala and Cys96Ala at NblR
To investigate a possible regulatory role of Cys69 and Cys96 dur-
ing acclimation to stress, we constructed S. elongatus strains in
which Cys69, Cys96 or both cysteine residues were replaced by ala-
nine. Strains NblRC69A-RCS3, NblRC96A-RCS3 and NblRC69A/C96A-RCS3
(Table 1) were generated following exactly the same strategy for alle-
lic replacement used in a previous work [10]. A streptomycin-
resistant control strain retaining the wild-type nblR allele (WT-
RCS3) was generated in parallel. Homozygosis for C.S3 alleles was
promptly achieved in all strains (data not shown).
To determine the impact of substitutions on NblR function, we ana-
lysed the ability of nblR point mutant derivatives of S. elongatus to re-
spond to two situations known to trigger phycobilisome degradation,
that is, starvation for nitrogen or for sulphur (Fig. 2A and B). The response
of NblRC69A-RCS3, NblRC96A-RCS3 and NblRC69A/C96A-RCS3 to each type of
stress was similar. All three strains lost their pigments at a signiﬁcantly
slower rate than the wild-type control strain, but still retained consider-
able NblR activity, as inferred by comparison with the NblR− strain
(Fig. 2A and B). In both types of nutrient stress, the double mutant
(nblRC69A/C96A) was slightly more impaired than each of the two single
mutants, suggesting that the effect of point mutations was additive.
To conﬁrm that the differences in pigment content between wild-
type and point mutation strains were due to differences in the levels
of nblA gene activation by the different NblR derivatives, nblA pro-
moter activity was compared. To this end, strains carrying the PnblA::
luxAB fusion were obtained and subjected to nitrogen or sulfur depri-
vation and their bioluminescence determined at different time inter-
vals. As shown in Fig. 2C, all three mutant proteins had a signiﬁcant
impact on reporter expression, and again the double mutant
nblRC69A/C96A was more impaired in reporter induction than any of
the single mutants under each type of stress.
The reduced activity inferred for the NblR mutant proteins made
us wonder whether their intracellular levels were reduced in vivo,
particularly under stress conditions. To investigate this issue, we per-
formed western blots with extracts from wild-type and nblR mutant
derivative strains subjected to nitrogen deprivation (Fig. 3). No signif-
icant differences in NblR protein levels were obtained between the
control strain and nblRC69A or nblRC96A derivatives, indicating that
the individual mutations did not have a signiﬁcant impact on the pro-
tein levels. On the other hand, small but detectably lower levels of
NblR protein could be observed from nblRC69A/C96A cultures (Fig. 3
and data not shown), suggesting that the corresponding protein
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10.N!MÉTODOS!COMPUTACIONALES!EN!EL!ESTUDIO!DE!RRs.!
Para! el! estudio! computacional! de! las! estructuras! de! RRs! inicialmente! se!
obtuvieron! todas! las! estructuras! de! RRs! depositadas! en! la! base! de! datos!
Protein(Data(Bank((PDB),!se!visualizaron!con!el!programa!COOT!perteneciente!
a! la! interfaz! CCP4! (Emsley( P.( et( al.,( 2010;( Winn( M.( D.( et( al,( 2011)! y! se!
clasificaron.!Para!el!estudio!de!los!contactos!en!los!homodímeros!elegidos!para!
el!estudio!se!utilizó!el!programa!CONTACT!también!perteneciente!a!la!interfaz!
CCP4.! Los! alineamientos! estructurales! se! llevaron! a! cabo! con! el! servidor!
informático!PROMALS3D!(Jimin(P.(et(al,(2008).!!
Los!modelados!de!las!proteínas!con!el!servidor!informático!IPTASSER!(Yang(J.(et(
al,(2015).!!
La! caracterización! de! los!movimientos! conformacionales! en! la! estructura! de!
EnvZchim!se!realizó!con!el!programa!Dyndom!(Poorman(P.(G.(et(al,(2009).  
!
11.N!ENSAYOS!DE!CITOMETRÍA!DE!FLUJO.!
Los!ensayos!de!citometría!de!flujo!se!realizaron!con!el!citómetro!BD!FACSAriaII!
que!se!encuentra!en!la!Unidad!de!Citometría!de!Flujo!en!el!INCLIVA!gracias!a!la!
ayuda!de!Guadalupe!Herrera.!Se!utilizaron!los!parámetros!de!medida!de!FITC!
(láser!de!excitación!azul!488nm!y!filtro!de!emisión!BD!530/30nm)!con!un!paso!
de!muestra!de!70!micras!y!un!límite!o!“threshold”!de!400.!!
Los! experimentos! con! la! librería! de! mutantes,! transformados! en! la! cepa!
MDG131,! se! realizaron! creciendo! las! células! en!medio!mínimo! (MM)! (60mM!
K2HPO4,! 33mM!KH2PO4,! 7,56mM! (NH4)2SO3,! 1,7mM!Citrato! sódico! y! 1,72mM!
MgSO4)!suplementado!con!0,2%!glicerol,!kanamicina!y!1mM!de!IPTG,!con!una!
dilución!1/1000!de!un!precultivo!incubado!a!37°C!durante!24h!también!en!MM.!
A!las!6h!los!cultivos!se!guardaron!a!4°C!para!la!realización!del!experimento!de!
citometría! que! consistió! en! separar! el! fenotipo! P8! de! aproximadamente! 54!
millones!de!células.!Posteriormente!esa!P8!volvió!a! separarse!para!conseguir!
una! población! más! pura.! De! las! células! obtenidas! de! este! primer! ciclo! de!
separación,! unas! pocas! volvieron! a! inocularse! con! MM! suplementado! con!
0,2%! glicerol! y! kanamicina.! Tras! incubarlas! durante! toda! la! noche! a! 37°C! se!
volvió!!a!repetir!el!experimento!hasta!dos!veces!más.!El!resto!de!las!células!de!
cada!ciclo!se!recogieron!por!centrifugación!a!4500rcf!y!se!congelaron!a!P20°C!
para,! posteriormente,! extraer! su! ADN! plasmídico! con! el! kit! QIAprep! Spin!
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Miniprer!kit!(QUIAGEN).!!
12.N!DICROÍSMO!CIRCULAR.!
CEstudio(del(TCS(MaeKCMaeR(
Los! ensayos! de! dicroísmo! circular! (DC)! realizados! con! la! proteína! MaeKC! se!
llevaron!a!cabo!en!el!laboratorio!de!la!Dra.!Mar!Orzáez!de!Química!de!péptidos!
y!proteínas!del!Centro!de! Investigación!Principe!Felipe! (CIPF)!de!Valencia.! Se!
utilizó!un!espectrómetro!JASCO!JP810!acoplado!a!un!Peltier!capaz!de!mantener!
una! temperatura! constante! de! 25°C.! Los! experimentos! se! realizaron! en! una!
cubeta!Helma!con!0,1cm!de!paso!de!luz!con!10µM!de!proteína!en!un!tampón!
fosfato!50mM!a!pH7,5.!Se!recogieron!datos!de!miliabsorbancia!en!un!rango!de!
190P250nm!que!fueron!corregidos!utilizando!el!programa!informático!Spectra!
Manager.! Los! datos! fueron! transformados! a! elipticidad! molar! θ( utilizado! la!
ecuación! [θ! =! milligrades! ×! 10lCp]! donde( I( es! el! paso! de! luz,! C! es! la!
concentración! de! proteína! (M)! y!p! es! el! número! de! enlaces! peptídicos! de! la!
proteína.! El! análisis! de! los! resultados! se! llevó! a! cabo! con! los! servidores!
informáticos! DICHROWEB! (Lobley( A.( et( al,( 2002)( y! VADAR! (Willard( L.( et( al,(
2003).!
(
CEstudio(del(RR(tipo(PIARR(NblR(
Los! ensayos! de! DC! realizados! con! NblR! y! los! mutantes! NblRC69A,! NblRC96A,!
NblRC69A/C96A! y! ! NblRY104A! fueron! desarrollados! por! el! laboratorio! del! Dr.! José!
Luis! Neira! en! el! Instituto! de! Biología! Molecular! y! Celular! de! la! Universidad!
Miguel!Hernández!en!Elche!tal!y!como!se!describe!en!Espinosa(J.(et(al,(2012.!
!
13.N!ENSAYOS!DE!MICROSCOPÍA!CONFOCAL.!
Los!experimentos!de!microscopía!confocal!realizados!para!la!visualización!de!la!
correcta! internalización! de! las! nanopartículas! se! llevó! a! cabo! con! un!
microscopio! Confocal! Leica! TCS! SP8.! Los! experimentos! se! realizaron! con!
células! E.( coli(DH5α! diluidas! 1/25! en!medio!MuellerPHinton! (Mueller( J.( H.( y(
Hinton( J.,( 1941)(a!partir! de!un!precultivo! crecido!durante! toda! la! noche.! Las!
células! se! crecieron! en! presencia! de! 1mg/ml! o! 5mg/ml! de! nanopartículas!
MCM14!con!rodamina!en!su!interior!o!bien!en!presencia!de!la!misma!cantidad!
de!nanoparticulas!vacías!y!rodamina!(para!más!información!sobre!la!síntesis!de!
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las! nanopártículas! ver! Velikova( N.( et( al,( 2017).! A! las! 4h! de! incubación,! las!
células! se! visualizaron! a! 561nm! (láser! 567P700nm).! La! cuantificación! de!
fluorescencia! en! el! interior! de! las! células! se! realizó! con! el! programa! ImageJ!
versión!Fiji!utilizando! las! imágenes!obtenidas!con!el!objetivo!63x!HCXPL!APO!
CS2! con! una! apertura! de! 1,40! y! a! un! zoom! de! 5,2! (69,44μmx69,44μm).! La!
representación! gráfica! de! la! cuantificación! se! realizó! con! el! programa!
GraphPad!Prism!5.!
!
14.N!ENSAYOS!DE!CRISTALIZACIÓN!Y!“SOAKING”.!
14.1.N!Ensayos!de!cristalización.!
Todos!los!ensayos!de!cristalización!se!desarrollaron!con!la!técnica!de!difusión!
de!vapor!en!gota!sentada!en!placas!MRC2!y!MCR3!de!96!pocillos!con!gotas!de!
entre! 0,3µlP1µl! de! precipitante! y! 0,3µlP3µl! de! proteína.! Tras! su! incubación! a!
21ºC! durante! un! tiempo! aproximado! de! entre! 4P60! días! dependiendo! de! la!
proteína,! los! cristales! se! congelaron! en! nitrógeno! líquido! para! su! posterior!
difracción.!
(
CCristalización(de(EnvZchim.(
La! cristalización! de! la! proteína! EnvZchim! fue! realizada! en! el! laboratorio! con!
anterioridad! a! este! trabajo! de! Tesis! por! la! Dr.! Patricia! Casino! mediante! la!
mezcla!de!0,8µl!de!EnvZchim!a!10mg/ml,!4mM!AMPPNP!y!4mM!MgCl2,!y!0,8µl!
de! la!solución!de!cristalización:!2%PEG1000,!2P6%PEG4000,!1P1,7M(NH4)2SO3,!
0,1M! HEPES! pH7,0! y! 20P40mM! acetato! de! sodio.! Los! cristales! fueron!
congelados! en! nitrógeno! líquido! usando! como! crioprotector! la! solución:!
4%PEG1000,!12%PEG4000,!22%sacarosa,!0,85M(NH4)2SO3,!0,1M!HEPES!pH7,0!
y!20P40mM!acetato!de!sodio.!!
(
CCristalización(de(OmpRREC.(
La!cristalización!del!dominio!REC!del!RR!OmpR!fue!realizada!en!el! laboratorio!
con!anterioridad!a!este!trabajo!de!Tesis!por!la!Dr.!Patricia!Casino!con!gotas!de!
0,3µl!de!OmpRREC!a!7,5mg/ml!y!EnvZ!a!10mg/ml!(ratio!molar!OmpR:EnvZ!1,3:1)!
suplementado!con!4mM!ADP,!30!mM!NaF,!5!mM!BeSO4!y!7!mM!MgCl2!y!0,3µl!
de! la! condición! 20%! 5/4! PO/OH,! 0,1M!MES! pH6,5! y! 0,3M! tiocianato! sódico!
(NaSCN).!Los!cristales!obtenidos!fueron!crioprotegidos,!con!el!aumento!hasta!
30%!de!5/4!PO/OH!en! la! solución!de!cristalización,!anterior!a! su!congelación!
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con!nitrógeno!líquido.!!
(
CCristalización(de(OmpRFL(con(ompF(y(ompC.(
Los!cristales!de!OmpRFL!con!las!cajas!F1,!C1!y!F1.1PF1.7!se!obtuvieron!en!gotas!
de!0,3µl! de!una! solución!con!8mg/ml!de!OmpRFL,!0,17µM!del!ADN,!5mM!de!
BeSO4,!30mM!de!NaF!y!7mM!de!MgCl2,!y!0,3µl!de!condición!de!cristalización.!
Las! condiciones! de! cristalización! en! las! que! se! obtuvieron! los! cristales! para!
cada! ADN! son! las! siguientes.! En! la! condición! 0,1M! Tris! pH8,5,! 14%! glicerol,!
6%PEG10000,! 100mM! cloruro! sódico! y! 160mM! espermidina! se! obtuvieron!
cristales!para!las!cajas!F1!y!F1.1.!En!condición!similares!pero!sin!espermidina,!
0,1M! Tris! pH8,5,! 20%! glicerol,! 10%PEG! 10000! y! 50mM! cloruro! sódico,! se!
obtuvieron! los!cristales!con!el!ADN!F1.6.!Los!cristales!obtenidos!con! las!cajas!
F1.4! y! F1.5! crecieron! en! presencia! de! 0,1M! MES! pH6,5,! 0,2M! acetato!
magnésico!y!30%!glicerol!etoxilato.!Finalmente!con!la!caja!F1.7!se!obtuvieron!
cristales!en!al!condición!con!0,1M!de!acetato!sódico!pH4,5,!20mM!de!cloruro!
cálcico!y!30%!MPD.!
Para!los!ensayos!de!deshidratación!realizados!en!el!IBV!se!incubó!durante!24h!
sustituyendo! el! reservorio! de! la! condición! de! cristalización! con!
concentraciones!crecientes!de!PEG1000!(20P40%)!o!con!entre!2P3,5M!de!NaCl.!
Para!la!realización!de!deshidratación!controlada!en!el!sincrotrón!DLS!se!utilizó!
el! deshumidificador! HC1! en! la! línea! I02! tal! y! como! se! describe! en! SánchezC
Weatherby(J.(et(al,(2009.(
!
PCristalización(de(MaeRREC(.(
Los! cristales! de!MaeRREC! se! obtuvieron! en! el! laboratorio! con! anterioridad! a!
este!trabajo!de!Tesis!por!la!Dr.!Patricia!en!gotas!de!0,4µl!de!la!proteína!a!una!
concentración! de! 4,5mg/ml,! con! 5mM! de! BeSO4,! 30mM! de! NaF! y! 7mM! de!
MgCl2,! y!0,4µl! de! la! condición!0,1M!MES!pH6,5!y!1,2M!sulfato!de!magnesio.!
Para!la!congelación!de!los!cristales!se!utilizó!un!crioprotector!generado!a!partir!
de!la!solución!de!cristalización!con!0,8M!sulfato!de!magnesio,!15%!etilenglicol!
y!25%!sacarosa.!!
(
CCristalización(de(MaeRREC(D54A.(
Los!cristales!de!MaeRREC!D54A!se!obtuvieron!en!el!laboratorio!con!anterioridad!
a!este!trabajo!de!Tesis!por!la!Dr.!Patricia!en!gotas!de!0,4µl!de!la!proteína!a!una!
concentración!de!15mg/ml!y!0,4µl!de! la!condición!0,1M!citrato!de!sodio,!1M!
sulfato!de!litio!y!0,5M!de!sulfato!amónico.!Para!la!congelación!de!los!cristales!
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se!utilizó!un!crioprotector!generado!a!partir!de!la!solución!de!cristalización!con!
13%!etilenglicol,!7,3%!sacarosa!y!3%!PEG6000. 
CCristalización(de(SipA(
Se! obtuvieron! dos! morfologías! diferentes! de! cristales! de! SipA.! La! primera!
morfología! en! forma! de! placas! altamente! macladas! se! obtuvo! en! gotas! de!
0,4µl!de!proteína!a!90mg/ml!y!0,4µl!de!la!condición!0,1M!Hepes!pH!7,5,!10%!
PEG3350! y! 10mM! CdCl2.! La! segunda! morfología! romboide! se! obtuvo! por! la!
metodología!“dropPratio”! (Luft( J.(R.(et(al,(2007)(en! la!cual!se!varía!el!ratio!de!
volumen! entre! la! proteína! y! la! solución! de! cristalización! variando! así! la!
concentración!de! la!proteína!en!cada!gota.!Esta!morfología!se!obtuvo!en!2µl!
de!proteína!a!45mg/ml!y!1µl!de!la!condición!0,1M!HEPES!pH7,5,!12%PEG3350,!
10mM! CdCl2!y! 0,2M! de! tiocianato! de! potásico! (KSCN).! Los! cristales! de! SipA!
derivados!con!SeMet!se!obtuvieron!en!3µl!de!proteína!a!45mg/ml!y!1µl!de!la!
condición!0,1M!HEPES!pH7,5,!10%PEG33350!y!10mM!CdCl2.!La!congelación!de!
los! cristales! de! SipA! en! nitrógeno! líquido! se! realizó! en! una! solución!
crioportectora!!formada!por!al!condición!de!cristalización!con!25%!PEG3350.!
!
PCristalización(de(SrrAREC.(
La! estructura! del! RR! SrrAREC! se! obtuvo! en! gotas! de! 0,3µl! de! la! proteína! a!
4,2mg/ml,! 5mM! de! BeSO4,! 30mM! de! NaF! y! 7mM! de! MgCl2! y! 0,3! µl! de! la!
condición! 0,1M! TrisPHCl! pH8,5,! 0,1M! MgCl2! y! 17%! PEG20000! con! una!
morfología! de! pequeñas! agujas.! Para! la! congelación! en! nitrógeno! líquido! de!
estos! cristales! se! utilizo! una! solución! crioprotectora! de! la! condición! de!
cristalización!con!25%!PEG20000.!
(
CCristalización(de(CheA_CA.(
Los!cristales!de!CheA_CA!se!obtuvieron!en!gotas!de!0,4µl!de!proteína!con!una!
concentración!de!entre!25P30mg/ml!y!0,4µl!de!la!condición!65mM!acetato!de!
sódico! pH4,5,! 600mM! acetato! amónico! y! 25P35%PEG8000! tal! y! como! se!
describe!en!Bilwes(A.(M.(et(al,(2001.!
14.2.N!Ensayos!de!“soaking”.!
C”Soaking”(SipA(con(metales(pesados.(
Los! ensayos! de! incubación! o! “soaking”! se! realizaron! con! los! cristales! de!
morfología! romboide! obtenidos! para! SipA! y! 1mM! de! las! sales! de! metales!
pesados! Hexayodoplatino! (IV)! potásico! y! Tretracloropatino! (II)! potásico!
durante!20min!y!1h.!Para!la!congelación!de!estos!cristales!en!nitrógeno!líquido!
MATERIALES!Y!MÉTODOS!
!
73!!
se! utilizó! una! solución! con! la! condición! de! cristalización,! 1mM! del! metal!
pesado!y!25%!PEG!3350.!
(
C”Soaking”(CheA(con(compuestos(inhibidores.(
Para! los!ensayos!de!“soaking”!con!CheA_CA!realizados!en!el! IBV,! los!cristales!
de! la! HK! se! incubaron! con! 17mM! y! 30mM! de! los! compuestos! inhibidores!
durante!20min,!1h,!3h!y!24h.!
!
15.N!RECOGIDA!DE!DATOS!Y!PROCESADO.!
La!recogida!de!los!datos!de!difracción!de!los!cristales!para!todas!las!estructuras!
resueltas! se! realizó! en! los! sincrotrones:!European( Synchrotron( Facility! (ESRF)!
de! Grenoble! (Francia),! ALBA! de! Barcelona! y!Diamond( Light( Source! (DLS)! en!
Didcot! (UK).! La! reducción! de! todos! los! juegos! de! datos! obtenidos! en! este!
trabajo!de!Tesis!se!llevó!a!cabo!utilizando!los!programas!XDS!(Kabsch(W.(2010),(
Pointless! y! Scala! (estos! dos! últimos! pertenecientes! a! la! interfaz! CCP4).! La!
obtención! de! las! fases! por! reemplazo! molecular! se! llevó! a! cabo! con! el!
programa! Phaser! (CCP4)! y! para! la! obtención! de! las! fases!mediante! SIRAS! se!
utilizó!el!programa!Autosol!(Phenix).!La!construcción!de!los!modelos!se!realizó!
con!Bucanneer!y!Autobuild!(Phenix)!(Adams(P.(D.(et(al,(2010)!y!el!modelo!final!
se!obtuvo!con!una! serie!de! ciclos!de! trazado!y! refinado!usando!para!ello! los!
programas!COOT!(Emsley(P.(et(al.,(2010)!y!Refmac5!(CCP4).!Las!figuras!de! las!
estructuras! que! aparecen! a! lo! largo! de! la! Tesis! fueron! generadas! con! el!
programa!PyMOL!(http://www.pymol.org).!
(
CRecogida(y(procesado(de(EnvZchim.(
La!recogida!de!los!datos!para!la!proteína!nativa!obtenidos!a!3!Å!se!realizó!en!la!
línea!I24!del!DLS!y!para!el!cristal!derivado!con!SeMet!a!3,8!Å!en!la!línea!ID29!
del! ESRF.! Para! la! resolución! de! la! estructura! se! realizó! un! SIRAS! con! los! dos!
juegos!de!datos.!Ambos! juegos!de!datos! fueron! recogidos! a!una! longitud!de!
onda!λ=0,98!Å.!La!estructura!fue!depositada!en!el!PDB!con!el!código!4KP4.!!
(
CRecogida(y(procesado(de(OmpRREC.(
La! recogida!de! los! cristales! de!OmpRREC! a! 2.0!Å! se! realizó! en! la! línea! I03!del!
sincrotrón! DLS! a! una! λ=0,9794! Å.! La! estructura! se! resolvió! mediante! SIRAS!
utilizando!para!ello!un!juego!de!datos!nativo!y!otro!derivado!con!SeMet.!
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CRecogida(y(procesado(de(OmpRFL(con(sus(cajas.(
Los!cristales!obtenidos!con!la!proteína!OmpRFL!y!las!cajas!F1!y!F1.1!difractaban!
a!10!Å,!los!obtenidos!con!las!cajas!F1.4!y!F1.5!difractaban!a!6!Å!y!los!obtenidos!
con!la!caja!F1.6!difractaron!a!6,5!Å.!Debido!a!que!la!resolución!obtenida!para!
estos!cristales!fue!insuficiente!tan!sólo!se!recogió!un!juego!de!datos!en!la!línea!
XALOC!del!sincrotrón!ALBA!para!la!obtención!de!las!dimensiones!de!la!celda.!!
(
CRecogida(y(procesado(de(MaeRREC(y(MaeRREC(D54A.(
La!difracción!de! los!cristales!obtenidos!para las!proteínas!MaeRREC!y!MaeRREC!
D54A!se!realizaron!en!la!línea!ID29!del!sincrotrón!ESRF!a!una!λ=0,97627!Å!y!los!
cristales! difractaron! a! 2,8!Å! y! 3,1!Å! respectivamente.!Una!mayor! resolución,!
2,1!Å,!para! los!cristales!de!MaeRREC!se!obtuvo!un!año!después!en! la! línea! I04!
del! sincrotrón! DLS! a! una! λ=0,97624! Å.! Ambas! estructuras! fueron! resueltas!
mediante!reemplazo!molecular!con!el!modelo!correspondiente!al!dominio!REC!
del!RR!KdpE,!PDB:1ZH4,!y!se!depositaron!en!la!base!de!datos!PDB!con!el!código!
5LWK!para!MaeRREC!y!5LWL!para!MaeRREC!D54A. 
(
CRecogida(y(procesado(de(SipA.(
Los! cristales! con! forma! de! placas! altamente! macladas! de! SipA! no! pudieron!
procesarse.! Los! cristales! con! forma! romboide! difractaron! a! 3.1! Å! en! la! línea!
XALOC!del!sincrotrón!ALBA!a!una!λ=0,979247!Å!pero!fue!imposible!encontrar!
fases! por! reemplazo! molecular.! Los! cristales! derivados! de! SipA! obtenidos!
mediante! la! expresión! con! SeMet!difractaron!a!10!Å! y! los! incubados! con! los!
metales!pesados!Pt2+!y!Pt4+,!difractaron!a!3.8!Å!de!resolución,!ambos!en!la!línea!
XALOC! del! sincrotrón! ALBA.! Para! los! cristales! incubados! con! los! metales!
pesados!se!difractaron!a!una!λ=1,071320!Å!correspondiente!al!pico!máximo!de!
señal.!De!nuevo!no!se!pudo!resolver!la!estructura!mediante!SAD!o!SIRAS.!
(
CRecogida(y(procesado(de(SrrAREC.(
Los!cristales!de!SrrAREC!se!difractaron!en!la!línea!I04!del!DLS!con!una!λ=0,97626!
Å! y! alcanzaron! una! resolución! de! 2.89! Å.! La! resolución! de! la! estructura! se!
realizó!por! reemplazo!molecular!utilizando!como!modelo!el!dominio!REC!del!
RR!KdpE!(PDB:4KFC).!La!geometría!final!del!modelo!fue!comprobada!utilizando!
el!programa!Comphensive!validation!(Phenix).!!
(
CRecogida(y(procesado(de(CheA_CA.(
Los!cristales!de!CheA_CA!tras!el!“soaking”!con! los!compuestos!se!difractaron!
MATERIALES!Y!MÉTODOS!
!
75!!
en!varias!líneas!de!los!sincrotrones!DLS!y!ALBA!llegando!a!unas!resoluciones!de!
entre! 1,4P2,8! Å.! Para! la! resolución! de! las! estructuras! se! utilizó! reemplazo!
molecular!con!la!estructura!de!CheA,!PDB:1I58.!
!
15.N!PROYECTO!XCHEM.!
15.1.N!“Soaking”!de!los!fragmentos.!
El!“soaking”!de!los!cristales!de!CheA_CA!se!realizó!durante!3h!a!21°C!con!776!
fragmentos!de!la!librería!DPSL!a!una!concentración!de!150mM,!volúmenes!de!
hasta! 80nl,! mediante! pequeñas! vibraciones! acústicas! con! el! aparato! Echo!
(Labcyte)! desde! la! placa! de! la! librería! a! la! placa! de! cristalización! que! se!
mantiene!invertida.!
15.2.N!Montaje!y!congelación!de!los!cristales.!
Para!el!montaje!de!los!cristales!se!utilizó!el!aparato!Shifter!acoplado!a!una!lupa!
binocular! capaz! de! mantener! la! humedad! necesaria! para! que! las! gotas! de!
cristalización!no!se!secaran.!Este!aparato!es!controlado!por!un!software!que!le!
permite!centrar!y!enfocar,!únicamente!aquellas!gotas!en! las!que!se!realizó!el!
“soaking”,! a! través! de! una! pequeña! ranura! para! permitir! el! montaje! y!
congelación!de!los!cristales!con!nitrógeno!líquido.!
15.3.N!Difracción!de!los!cristales!y!procesado!de!los!datos.!
La!difracción!de! los! cristales! se! realizó!de!manera!automática!en! la! línea! I04!
del! sincrotrón! DLS.! Cada! cristal! se! centraba! y! difractaba! siguiendo! una!
estrategia!predeterminada!de!recolección!de!1500! imágenes!desde!el!ángulo!
0°! hasta! 180°! con! el! detector! colocado! a! una!λ=0,9282! Å! que! permitía! una!
resolución!máxima!de!1,5Å,! exponiendo!durante!0,04seg!a! transmitancia!del!
100%!y!oscilando!0,12°.!!
El!procesado!de!los!datos,!también!automático,!se!realizó!desde!el!laboratorio!
en!el!IBVPCSIC!a!través!de!la!conexión!en!remoto!con!DLS!y!se!utilizó!para!ello!
la! interfaz! XChemExplorer! (XCE)! y! el! programa! PanDDA! para! el! trazado! y!
evaluación!de!los!datos!(Pearce(N.(M.(et(al,(2017).(
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En! este! objetivo,! se! propone! abordar! el! estudio! del! mecanismo! de!
autofosforilación!en!las!HKs!así!como!el!proceso!de!activación!de!los!RRs!en!los!
TCSs!canónicos!donde!la!cascada!de!fosforilación!ocurre!en!un!solo!paso.!Para!
ello,!partimos!de!los!TCSs!modelo!EnvZPOmpR,!HK853PRR468!y!PhoRPPhoB!que!
son!considerados!como!sistemas!paradigmáticos!ya!que!en!ellos!se!realizaron!
estudios!pioneros!que! sirvieron!para!asentar! las!bases!de! la! señalización!por!
TCSs.!!!
El!TCS!EnvZPOmpR!es!un!sistema!que!se!describió! inicialmente!en!Escherichia(
coli! y! es! capaz! de! percibir! cambios! osmóticos! en! el! exterior! de! la! célula! y!
regular!la!expresión!de!los!genes!ompC!y!ompF!que!codifican!para!las!porinas!
de!ese!mismo!nombre!y!que!se!diferencian!en!el!diámetro!de!su!poro!(Slauch(J.(
M.( y( Silhavy( T.( J.,( 1991).! Así,! dependiendo! de! la! osmolaridad! exterior,! la!
bacteria!expresa!porinas!de!diferente!diámetro!de!poro!y!es!capaz!de!controlar!
la!entrada!y!salida!en!la!célula!de!solutos!de!diferente!tamaño.!!
El!TCS!PhoRPPhoB!también!se!describió!por!primera!vez!en!E.(coli((Mizuno(T.(et(
al,(1982)!y(es!capaz!de!percibir!cambios!en!los!niveles!de!fosfato!en!el!medio!y!
regular!más!de!30!genes,!denominados!regulón!pho( (SantosCBeneit(F.,(2015),(
que! controlan! el!metabolismo! del! fosfato! y! la! inhibición! de! la! formación! de!
biofilm! cuando! el! nivel! de! fosfatos! baja! en! el! medio.! Este! regulón! pho! se!
encuentra! muy! extendido! en! otros! organismos! bacterianos,! tanto! gramP
negativos! como! gramPpositivos,! controlado! por! TCSs! como! PhoPPPhoR! en!
Streptomyces(y((Bacillus(subtilis!(SantosCBeneit(F.(et(al,(2008;(Hulett(F.(M.(et(al.,(
1994)(o!SphS–SphR!en!Synechocystis!sp.!(Juntarajumnong(W.(et(al.,(2007).(
Finalmente,! el! TCS! HK853PRR468! se! describió! en! la! bacteria! Thermotoga(
marítima( y! aunque! se( desconoce! la! señal! que! lo! controla! y! que! procesos!
regula,! se! ha! caracterizado! en! profundidad! mediante! estudios! estructuraP
función.!De!hecho,!la!estructura!tridimensional!del!dominio!citoplasmático!de!
HK853! fue! la! primera! que! mostró! los! dominios! catalíticos! DHp! y! CA!
conjuntamente! y! el! complejo! HK853PRR468! fue! la! primera! estructura!
tridimensional! que!mostraba! los! dominios! catalíticos! de! un! TCS! canónico! en!
complejo.!En!dicho!TCS,!HK853!es!una!HK!canónica!y!su!RR!RR468!es!un!RR!que!
sólo!posee!dominio!REC.!!
Estos! TCSs! son! considerados! sistemas! canónicos! ya! que! la! cascada! de!
fosforilación!que!los!activa!se!produce!en!un!solo!paso,!sin!la!presencia!de!HKs!
híbridas!ni!de!HPts.!Además,!la!fosforilación!de!los!RRs!PhoB!y!OmpR!induce!un!
mecanismo!de! activacion! YPT! una!posterior! homodimerización! a! través! de! la!
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superficie!α4β5α5!formado!un!homodímero!tipo!4P5P5!que!les!permite!generar!
una!respuesta!regulando!genes!a!través!de!un!dominio!efector!tipo!wHTH.!
!
Este! conjunto! de! características! hacen! que! estos! sistemas! modelo! sean!
perfectos! para! obtener! información! sobre! el! mecanismo! funcional! y!
estructural! de! procesos! generales! de! la! transducción! de! la! señal! de! TCSs!
canónicos! de! los! que! aún! desconocemos! parcial! o! totalmente,! como! es! el!
proceso! de! autofosforilación! de! la! HK! o! activación! de! los! RRs! y! la! posterior!
especificidad!en!la!homodimerización.!!
!
1.1.N!MECANISMO!DE!AUTOFOSFORILACIÓN! EN! LA!HKS.! ESTUDIO!DE!
LAS!PROTEÍNAS!MODELO!EnvZ!Y!HK853.!
La!reacción!de!autofosforilación!es!la!primera!reacción!enzimática!que!se!lleva!
a!cabo!en!los!TCSs!tras!la!recepción!de!la!señal!por!la!HK.!Esta!reacción!se!basa!
en!el!ataque!nucleofílico!de!un!residuo!de!His,!localizado!en!el!dominio!DHp,!al!
fosfato! γ! de! una!molécula! de! ATP,! unida! al! dominio! CA,! lo! que! provoca! su!
consiguiente!fosforilación.!!
!
Hasta! el!momento! de! iniciar! esta! Tesis! Doctoral! la! información! que! se! tenía!
sobre! el! mecanismo! de! autofosforilación! en! las! HKs! se! basaba! en! estudios!
bioquímicos! que! habían! permitido! localizar! algunos! residuos! catalíticos! en!
dicho!proceso,!tanto!en!el!dominio!CA!como!en!el!dominio!DHp!(Depardieu(F.(
et(al,(2003;(Marina(A.(et(al,(2001),!así!como!revelar!la!existencia!de!diferentes!
direccionalidades,! cis! o! trans,! en! dicho!proceso! (Casino( P.( et( al,( 2009;( PenaC
Sandoval( G.R.( y( Georgellis( D.,( 2010;( George( Cisar( E.A.( et( al,( 2009;( Kyriakidis(
D.A.(et(al,(2008;(Cai(S.J.(y(Inouye(M.,(2003;(Ninfa(E.(G.(et(al,(1993;(Brencic(A.(et(
al,( 2004).! Pero! no! se! había! resuelto! ninguna! estructura! de! una! HK!
autofosforilándose,! lo! que! había! impedido! la! observación! directa! de! dicha!
reacción!y! limitado! la!compresión!de! las!bases!moleculares!de!ésta.!Además,!
se!acababa!de!describir!la!sorprendente!variabilidad!en!la!direccionalidad!de!la!
esta! reacción,! pero! se! desconocía! a! qué! era! debida! y! su! base! molecular,!
aunque!trabajos!bioquímicos!y!estructurales!previos!del! laboratorio!donde!se!
ha!realizado!esta!Tesis!Doctoral,!postulaban!que!la!conexión!entre! las!hélices!
α1! y! α2! del! DHp! jugaba! un! papel! clave! en! la! direccionalidad! de! la! reacción!
(Casino(P.(et(al,(2009;(2010).!!
!
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En!aras!de!estudiar!con!profundidad!la!reacción!de!autofosforilación!así!como!
dónde! radicaba! la!direccionalidad!de!dicha! reacción,! se!abordó!el!estudio!de!
este! mecanismo! catalítico! clave! en! el! inicio! de! la! transducción! de! señales!
mediada!por!TCSs.!!
1.1.1.N! Definición! de! la! región! implicada! en! la! direccionalidad!
cis/trans!y!construcción!de!proteínas!quimera.!
Estudios!bioquímicos!previos!habían!determinado!que!HK853!presentaba!una!
direccionalidad!cis(en! la! reacción!de!autofosforilación! (Casino(P.(et(al,(2009).!
Por!otra!parte,!estudios!similares!en! la!HK!EnvZ!habían!demostrado!que!ésta!
presentaba! una! direccionalidad! trans( (Cai( S.( J.( y( Inouye( M.,( 2003).! En! el!
momento! de! iniciar! dicho! trabajo,! la! base! de! datos! PDB! contenía! las!
estructuras! tridimensionales! para! el! dominio! DHp! de! las! HKs! HK853! y! EnvZ!
(Casino(P.(et(al,(2009;!Ferris(H.(U.(et(al,(2012). La! superposición!del!dominio!
DHp!de!ambas!proteínas!reveló!que!la!conexión!entre!las!hélices!α1,!donde!se!
ubica! la! His! fosfoaceptora,! y! la! hélice! α2,! que! conecta! con! el! dominio! CA,!
presentaba!diferente!direccionalidad.! Es!decir,! si! superponíamos! la!hélice!α1!
de!ambas!proteínas,!EnvZ!se!conectaba!con! la!hélice!α2!en! la!dirección!de! la!
agujas!de!reloj! (mirando!desde!el! lado!donde!se!encuentra! la!conexión!entre!
ambas!hélices)!mientras!que!en!el!caso!de!HK853!esta!conexión!se!realizaba!en!
contraPdirección! de! las! agujas! del! reloj.! Además,! la! longitud! de! la! conexión!
entre!ambas!hélices!α1Pα2!era!ocho!residuos!más!corta!en!EnvZ!que!en!HK853!
(Figura!1!y!2).!!
Figura!1.!Disposición!de! los!dominios!catalíticos!en!HK853!y!EnvZ.!Disposición!de!la!conexión!
α1Pα2!del!dominio!DHp!en!HK853!con!autofosforilación!en!cis!(dímero!en!color!rosa!y!morado)!y!
en!EnvZ!con!autofosforilación!en!trans!(dímero!en!color!marrón!y!amarillo).!(a)Visión!rotada!90°!
desde! la! conexión! α1Pα2! con! las! HKs! superpuestas,! (b)visión! frontal! de! las! HKs! individuales!
superpuestas.!
!
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Estas! diferencias! llevaron! a! proponer! al! laboratorio! que! la! reacción! de!
fosforilación!en!ambas!HKs!era!idéntica,!lo!que!ocurría!es!que!la!diferencia!en!
la!direccionalidad!de!la!conexión!implicaba!que!una!fosforilación!en!cis!pudiera!
pasar!a!ser!en( trans!y!viceversa.!Con! la! finalidad!de!evaluar!esta!propuesta!y!
confirmar! si! la! conexión! α1Pα2! estaba! implicada! en! la! direccionalidad,! se!
decidió! intercambiar! dicha! región! entre! EnvZ! y! HK853.! Así,! se! obtuvieron!
mediante! ingeniería! genética! dos! quimeras,! una! correspondiente! a! EnvZ!
donde! se! había! intercambiado! la! región! comprendida! entre! los! residuos!
Leu254!y!Tyr265!(residuos!LATEMMSEQDGY)!por!la!región!comprendida!entre!!
los! residuos! Ala271! y! Glu290! (residuos! AYAETIYNSLGELDLSTLKE)! de! HK853,!
generando! así! la! quimera! que! denominamos! EnvZchim.! Del! mismo! modo!
realizados! la! quimera! inversa! en! HK853! donde! se! substituyó! la! región! que!
comprendía! desde! el! residuo! Ala271! hasta! Glu290! por! la! región! de! EnvZ!
comprendida!entre! los! residuos! Leu254!y! Tyr265! ! generando! la! construcción!
HK853chim!(Figura!2).!
Figura! 2.! Comparación! de! secuencia! del! dominio! DHp! en! HK853! y! EnvZ.! Alineamiento!
estructural!y!de!secuencia!de! los!dominios!DHp!tanto!de!HK853!y!EnvZ!como!de! las!quimeras!
obtenidas! por! ingeniería! genética! HK853chim! y! EnvZchim.! La! región! intercambiada! entre! ambas!
proteínas!para! formar! las!quimeras!aparece! resaltada!en!gris,! el! residuo!de!His! fosfoaceptora!
aparece!en!azul!y!el!residuo!acídico!conservado!posterior!a!la!His!en!rojo.!
!
Para! comprobar! que! estas! proteínas! quiméricas! seguían! siendo! activas! y!
mantenían!la!misma!capacidad!de!autofosforilarse!que!las!proteínas!silvestres,!
realizamos! ensayos! de! autofosforilación! con! ATP! radiactivo! en! las! mismas!
condiciones!estándar!donde!se!había!observado!autofosforilación!para!HK853!
(Casino( P.( et( al,( 2007)! (Figura! 3).! Ambas! quimeras! demostraron!
autofosforilarse! con! la! misma! eficiencia! que! las! correspondientes! proteínas!!
silvestres.!
!
Figura! 3.! Autofosforilación! de! las! HKs.! Visualización! por! autorradiografía! de! los! ensayos! de!
autofosforilación!realizados!con!ATP!radiactivo,!ATP[γ32P],!de!las!HKs:!HK853,!EnvZ,!HK853chim!y!
EnvZchim!a!los!tiempos:!1,!2.5,!5,!7.5,!10,!15!y!30!min.!
!
!!!!!!!!!!!!!EnvZ!
!!!!!!!!!!!!!EnvZchim!
!!!!!!!!!!!!!HK853!
!!!!!!!!!!!!!HK853chim!
α1 α2 
EnvZ       228 KQLADDRTLLMAGVSHDLRTPLTRIR 253   254 LATEM--------MSEQDGY 265   266 LAESINKDIEECNAIIEQFIDYLR  289 
EnvZchim   228 KQLADDRTLLMAGVSHDLRTPLTRIR 253   271 AYAETIYNSAGELDLSTLKE 290   266 LAESINADIEECNAIIEQFIDYLR  289 
HK853      245 ARIDRMKTEFIANISHELRTPLTAIK 270   271 AYAETIYNSLGELDLSTLKE 290   291 FLEVIIDQSNHLENLLNELLDFSR  314 
HK853chim  245 ARIDRMKTEFIANISHELRTPLTAIK 270   254 LATEM--------MSEQDGY 265   291 FLEVIIDQSNHLENLLNELLDFSR  314 
región'DHp'intercambiada'
The dimer is asymmetric, as the relative DHp-CA disposition
in each subunit (named A and B) differs (Fig. 2a,c); however, the
overall structure of the individual DHp and CA domains between
A and B subunits was virtually identical except for local
differences. The DHp domains in subunit A and B superimposed
with an r.m.s.d. as low as 1Å (residues 226–290), with differences
localized in the N-terminal part of the a1 helix, which minimized
at the level of the conserved a1 proline (Pro248). The CA
domains in subunit A and B were almost indistinguishable
(r.m.s.d. of 0.73Å for the superimposition of residues 291–386
and 405–440), except for quite a different conformation of ATP
lid (residues 387–404), which was probably due to a different
occupancy of the ATP-binding sites. The active site of subunit A
was occupied by an AMPPNP molecule (Fig. 3a), while subunit B
contained only a sulphate ion (Fig. 3b), thus confirming the
nucleotide conformational dependence of this region. Indeed, it is
unusual to observe ATP lid in the absence of ligands, but the
presence of a sulphate ion seemed to stabilize this element by
interacting with the Gly401 and Thr402 ATP lid residues
(Fig. 3b). Despite the similarity of the individual domains in
both subunits, the relative disposition of their domains, and their
interdomain interactions, differed considerably as a result of the
CA domains’ rearrangements (Fig. 2a,c; Supplementary Table 1).
In subunit B, the CA domain came close to DHp a2 helix with an
orientation relative to the DHp domain more similar to that
observed in other structures of HKs (HK853, PDB:3DGE; DesK,
PDB:3GIE; KinB, PDB:3D36) (Supplementary Fig. 2a). Unlike
subunit B, the CA domain from subunit A approached the a1
helix of the same subunit with an orientation that was consistent
with the transfer of ATP g-phosphate to phosphoacceptor His243
(Figs 2a,c and 3a), a similar disposition has been observed in the
VicK subunit A (PDB:4I5S) (Supplementary Fig. 2b). In this
conformation, the ATP molecule and the phosphorylatable His
belonged to the same subunit, which structurally advanced
a cis-autophosphorylation for EnvZchim despite the trans
directionality observed for EnvZ14,16.
Catalytic centre for autophosphorylation. The CA-DHp relative
disposition in the subunit A showed that the AMPPNP
g-phosphate-leaving group and the His243 eN-accepting atom
were at the correct distance (gP–eN 3.6 Å) and were well aligned
(NAMPPNP–P–NHis angle of 165!) for the catalytic reaction
(Fig. 3a,c). Both domains contributed to form the autopho-
sphorylation active site, but the participation of the CA domain
was predominant, as it provided all the nucleotide-interacting
residues, except for phosphoacceptor His243 (Fig. 3c). However,
the DHp domain seems to play a key role since it provided
Asp244, whose carboxylic side chain is bound to the dN of His243
(Fig. 3a,c). This interaction allowed us to postulate that Asp244 is
a general base in the reaction, as it might abstract a proton from
histidine to induce its appropriate tautomeric form for the
nucleophilic attack of eN to ATP g-phosphate. This key role was
supported by the conservation of an acidic amino acid at this
position in the HKs (Supplementary Fig. 3) and by the impaired
kinase activity of the mutants at this position for several
HKs21–23. At the same time, the Asp244 side chain was hydrogen
bound to Asn343 and formed a salt bridge with Arg339. Triad
Asn343–Asp244–Arg339 could help to achieve the correct
disposition and polarization of Asp244 to act as a general base.
In addition, the partially conserved Asn343 was also hydrogen
bound to phosphoacceptor His (Fig. 3a,c and Supplementary
Fig. 3). The g-phosphate of ATP was stabilized in the binding
pocket at the correct position for the His243 nucleophilic attack,
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Figure 1 | Design and activity of HK853 and EnvZ chimeras. (a) Observation of the differential DHp connector handedness between EnvZ and
HK853. Cartoon representation in cylindrical helices for the DHp superimposition of homodimeric HK853 (2C2A; one subunit in pink and the other (*) in
purple) and EnvZ (3ZRW; one subunit in yellow and the other (*) in orange). A view of the independently superimposed structures rotated 90! is in the
right side. In this view, the CA domain has been drawn connected to the a2 helices. The helices in the homodimers are labelled and phosphorylatable His
is shown as sticks. (b) The DHp sequence from EnvZ, HK853 and the generated chimeras, EnvZchim and HK853chim are aligned and the DHp region
interchanged to form chimeras is highlighted in grey. The phosphorylatable His is highlighted in blue and the acidic residue after the His is highlighted
in red. Residues involved in RR recognition and binding in the HK853–RR468 complex are highlighted7 in magenta and residues involved in rewiring
phosphotransfer for EnvZ27 are highlighted in yellow. (c) Autophosphorylation assays of HK853, HK853chim, EnvZ and EnvZchim. The HKs were incubated
with [g32]ATP for 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15 and 30min at 37 !C. The phosphorylated proteins were visualized by autoradiography.
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EnvZ% EnvZchim% HK853% HK853chim%
The dimer is asymmetric, as the relative DHp-CA dispositi n
in each subunit ( amed A and B) differs (Fig. 2a,c); however, the
overall struc ure of the indivi ual DHp and CA domains between
A and B subunits was virtually identical except for loca
differences. The DHp domains i subunit A and B superimposed
with an r.m.s d. as low as 1Å (residues 226– 90), with differences
loca ized in the N-terminal p rt of he a1 helix, which minimized
at the leve of the conserved a1 proline (Pro248). The CA
domains i subunit A and B were almost indistinguishable
(r.m.s d. of 0.73Å for the superimpositi n f residues 291–386
and 405–440), except for quite a different conformation of ATP
lid (residues 387–404), which was probably due to a different
occupancy of the ATP-binding sites. The active sit of subunit A
was occupied by an AMPPNP molecu (Fig. 3a), while subunit B
contai ed only a sulphate ion (Fig. 3b), thus confirming the
nucleotide conformational depend ce of this region. Indeed, it is
unusual to observe ATP lid in the absence of ligands, but the
presence of a sulphate ion seem d to s abilize this element by
interacting with e Gly401 and Thr402 ATP lid residues
(Fig. 3b). Despite the similarity of the indivi ual domains
both subunits, the relative dispositi n of their domains, and their
interdomain interactions, differed considerably as a result of the
CA domains’ rear angements (Fig. 2a,c; Supplementary Table 1).
In subunit B, he CA domain came close to DHp a2 helix w th an
orientation relative to the DHp domain more similar to that
observed in other struc ures of HKs (HK853, PDB:3DGE; DesK,
PDB:3GIE; KinB, PDB:3D36) (Supplementary Fig. 2a). Unlike
subunit B, the CA domain from subunit A approached the a1
helix of the same subunit w h an orientation that w s consistent
with the ransfer of ATP g-phosphate to phosphoacceptor His243
(Figs 2a,c and 3a), a similar dispositi n has been observed in the
VicK subunit A (PDB:4I5S) ( upplementary Fig. 2b). In this
conformation, the ATP molecu and the phosphorylatable His
belonged to the same subunit, which struc urally advanced
a cis-autoph sphorylation for EnvZchim despite he trans
directionality observed for EnvZ14,16.
Cataly ic centr for autoph sphorylation. The CA-DHp relative
dispositi n i the subunit A showed that the AMPPNP
g-phosphate-leaving group and the His243 eN-accepting atom
were at the correct distance (gP–eN 3.6 Å) and were well aligned
(NAMPPN –P–NHis angle of 165!) for the catalytic reaction
(Fig. 3a,c). Both domains contributed to form the autoph -
sphorylation active sit , but the participat on of the CA domain
was predominant, as it provided all the nucleotide- nteracting
residues, except for phosphoacceptor His243 (Fig. 3c). However,
the DHp domain seems to play a key role since it provided
Asp244, whose carboxylic side chain is bound to the dN of His243
(Fig. 3a,c). This interaction allowed us to postula e that Asp244 is
a general b se in the reaction, as it m ght abstrac proton from
histidine to induce its appropriate tautomeric form for the
nucleophilic attack of eN to ATP g-phosphate. This key role was
supported by the conservation f an acidic amino acid at this
positi n n the HKs (Supplementary Fig. 3) and by the impaired
kinase activity of the mutants at this positi n for several
HKs21–23. At the same time, th Asp244 side chain was hydrogen
bound to Asn343 and formed a salt bridge with Arg339. Triad
Asn343–Asp244–Arg339 could help to achieve the correct
dispositi n and polariz tion of Asp244 to act s a general b se.
In addition, the partially conserved Asn343 was also hydrogen
bound to phosphoacceptor His (Fig. 3a,c nd Supplementary
Fig. 3). The g-phosphate of ATP was stabilized in the binding
pocket at he correct positi n f r the His243 nucleophilic attack,
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Figure 1 | Design and ctivity of HK853 and E vZ chimeras. ( ) Observation of the differential DHp connector handed ess betwe n EnvZ and
HK853. Cartoon representation in cylindrical helices for the DHp su erimpositi n of homodi er c HK853 (2C2A; one subunit in pink a d the other (*) in
purple) and E vZ (3 RW; one subunit in yellow and the other (*) in orange). A view of the independently superimposed structures rotated 90! is in the
right side. In this view, the CA domain h s been drawn co nected to the a2 helices. The helices n the homodi ers are l b l ed an phos rylatable His
is shown as stick . (b) The DHp sequence from EnvZ, HK853 and the generated chimeras, EnvZchim and HK853chim are aligned an the DHp region
interchanged to form chimeras is highlighted in grey. The p os rylatable His is highlighted in blue and the acidic residue aft r th His is highlighted
in red. Residues involved in RR recognitio and binding in the HK853–RR468 complex are highlighted7 in magenta and residues involved in rewiring
phos transfer for EnvZ27 are highlighted in yellow. (c) Autophos rylation assay of HK853, HK853chim, EnvZ and E vZchim. The HKs were incubated
with [g32]ATP for 1, 2.5 5, 7. 10, 15 and 30min at 37 !C. The p os rylated proteins were visual zed by autoradiography.
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1.1.2.N!Direccionalidad!en!la!autofosforilación.!
Para! evaluar! la! direccionalidad! de! la! reacción! de! autofosforilación! en! estas!
quimeras! y! comprobar! si! ésta! había! cambiado! por! el! intercambio! de! la!
conexión! α1Pα2,! realizamos! ensayos! in( vitro( con! las! proteínas! quimeras,!
EnvZchim!y! HK853chim,! y! las! proteínas! silvestres,! EnvZ! y! HK853,! como! control.!
Estos!ensayos!se!basan!en!la!clásica!generación!de!heterodímeros!formados!a!
partir!de!un!monómero!corto!que!denominaremos!S!“short”,!!y!un!monómero!
largo!que!denominaremos!L!”long”.!El!monómero!L!contiene!una!cola!de!6His!
que! permite! la! purificación! del! heterodímero! mediante! cromatografía! de!
afinidad,!así!como!el!aumento!del!peso!molecular!de!la!proteína!(2552!Da)!que!
nos! permite! diferenciarlo! del! S! por! técnicas! de! SDSPPAGE! (Casino( P.( et( al,(
2009;( Ninfa( E.G.( et( al,( 1993).! Generalmente! las! HKs! se! encuentran! como!
dímeros,! de! forma! que! la! coPexpresión! de! la! proteína! S! con! la! proteína! L!
produce! una! cantidad! de! heterodímero! que! es! fácilmente! purificable.!
Adicionalmente,!y(para!confirmar!en!qué!monómero!dentro!del!heterodímero!
se! estaba! produciendo! la! autofosforilación,! se! generaron! mutantes! cuya!
capacidad! de! autofosforilarse! estaba! comprometida! bien! porque! no! podían!
unir!el!ATP!en!una!conformación!catalíticamente!competente,!o!bien!porque!la!
His!catalítica!estaba!mutada.!En!el!monómero!largo!se!introdujo!una!mutación!
a!Ala!en!el! residuo!de!Asn! implicado!en!quelar!el! ión!Mg2+!denominándose!a!
este! mutante! como! LØ.! En! el! monómero! corto,! la! mutación! de! la! His!
fosfoaceptora! a! Ala! eliminaba! la! capacidad! de! autofosforilarse,!
denominándose!a!este!mutante!como!SØ.!Las!combinaciones!de!monómeros!L!
y! S! silvestres! y! mutantes! producen! heterodímeros! con! diferente! patrón! de!
autofosforilación!en!función!si!esta!reacción!se!realiza!en!cis!o!en!trans.!!
!
En! primer! lugar! la! autofosforilación! para! los! heterodímeros! silvestres!
formados! por! los! monómeros! L! y! S! (L/S)! mostraba! que! la! presencia! de! la!
etiqueta!de!6His!no!tenía!ningún!efecto!en!la!reacción!de!fosforilación!(Figura!
4).! Por! el! contrario! los! heterodímeros!mutantes! formados! por! las! proteínas!
silvestres! y! mutantes,! LØ/S! y! L/SØ,! o! por! dos! mutantes,! LØ/SØ,! se!
autofosforilaban!de!forma!diferente!según!si! la!direccionalidad!de!la!reacción!
era! en! cis( o! trans.! La! proteína! HK853! y! los! heterodímeros! formados! por!
mutaciones! en! esta! proteína! mostraron! el! patrón! característico! de! una!
autofosforilación!en!cis,!de!tal!modo!que!en!el!!heterodímero!LØ/S!únicamente!
se!observaba!la!fosforilación!del!monómero!S,!y!en!el!heterodímero!formado!
por! los!dos!mutantes! !LØ/SØ!no!se!observaba!autofosforilación!en!ninguno!de!
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sus!monómeros.!Estos!resultados!eran!consistentes!con!la!autofosforilación!en!
cis(descrita!anteriormente!(Casino(P.(et(al,(2009)!(Figura!4).(Este!mismo!patrón!
se! observaba! en! la! proteína! EnvZchim,! confirmado! la! autofosforilación! en! cis!
para! esta! quimera.( Por! el! contrario! para! los! heterodímeros! LØ/SØ! de! las!
proteínas!EnvZ!y!HK853chim!se!observaba!autofosforilación!en!el!monómero!LØ!
lo!que!significaba!que!la!autofosforilación!en!estas!proteínas!ocurría!en!trans(
ya!que!la!mutación!del!monómero!LØ!!no!permitía!la!unión!de!ATP!y!sólo!podía!
ser!fosforilado!por!el!otro!monómero,!el!monómero!corto!SØ!(Figura!4).!!
Los! heterodímeros! con! una! única! mutación,! LØ/S,! de! EnvZ! y! HK853chim!
presentaban! autofosforilación! en! ambos! monómeros! (Figura! 4).! Esto! se!
explicaba! por! el! fenómeno! denominado! intercambio! espontáneo! entre!
monómeros!que!se!había!observado!con!anterioridad!en!EnvZ!y!que!también!
podría! atribuirse! a! HK853chim! (Cai( S.J.( y( Inouye( M.,( 2003).( Este! fenómeno!
producía!un!equilibrio!de!asociaciónPdisociación!de!monómeros!que!permitía!
la!formación!de!homodímeros!S!con!capacidad!de!autofosforilación.!
Figura!4.!Direccionalidad!en!la!autofosforilación!de!las!HKs.!(a)Análisis!de!autofosforilación!con!
ATP[γ32P]! para! los! heterodímeros! HK853,! HK853chim,! EnvZ! y! EnvZchim! visualizados! mediante!
autorradiografía! y! tinción! con! comassie.! (b)Los! heterodímeros! generados! así! como! el! posible!
patrón!de! fosforilación.!En! rojo!se!colorean! las!especies! fosforiladas.! Los!heterodímeros!están!
formados!por!monómeros!largos!(L)!o!cortos!(S).!Los!monómeros!silvestres!se!representan!como!
L!y!S!mientras!que!el!mutante!en!el!CA!(Asn347Ala!en!EnvZ!y!EnvZchim;!Asn380Ala!en!HK853!y!
HK853chim)!se!representa!como!LØ!y!el!mutante!en!la!His!fosfoaceptora!se!representa!como!SØ.!!
!
Estos! experimentos! confirmaron! que! las! formas! quiméricas! EnvZchim! y!
HK853chim!presentaban!una!direccionalidad!en!la!reacción!de!autofosforilación!
correspondiente! a! la! proteína! de! la! que! tomaban! la! conectividad! entre! las!
hélices!α1Pα2!y!no!a!la!proteína!de!origen.!De!esta!forma!confirmamos!que!tan!
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sólo!el! intercambio!del!conector!α1Pα2!del!dominio!DHp!era!responsable!del!
cambio!en!la!direccionalidad!de!la!reacción!de!autofosforilación!en!estas!HKs.!
A!lo!largo!del!desarrollo!de!este!proyecto!de!Tesis!se!publicó!un!trabajo!en!el!
que! se! construyeron! quimeras! de! EnvZ! donde! se! intercambiaba! la! conexión!
α1Pα2! con! la! HK! PhoR! de! Staphylococcus( aureus,! la! cual! presentaba! una!
direccionalidad!cis(en! la!reacción!de!autofosforilación.!Como!en!nuestro!caso!
con!los! intercambios!EnvZPHK853,!estos!estudios!corroboraron!que!el!cambio!
de! esta! región! era! suficiente! para! intercambiar! la! direccionalidad! en! esta!
reacción!,!confirmando!la!implicación!de!dicha!región!en!la!direccionalidad!en!
el!proceso!de!autofosforilación((Ashenberg(O.(et(al,(2013).!!
1.1.3.N! La! estructura! EnvZchim! revela! la! conformación! de! cis!
autofosforilación.!
Aunque! nuestros! ensayos! bioquímicos! indicaban! que! la! conexión! entre! las!
hélices!α1Pα2!del!dominio!DHp!marcaban!la!direccionalidad!de!la!reacción!de!
autofosforilación,! no! existían! datos! estructurales! que! visualizaran! cómo! este!
intercambio!!afectaba!al!plegamiento!de!las!proteínas!y!su!repercusión!en!las!
actividades! catalíticas.! Para! responder! a! estas! preguntas,! se! abordó! la!
resolución!de!las!estructuras!de!las!quimeras!HK853chim!y!EnvZchim,!así!como!de!
la!proteína!silvestre!EnvZ,!de!la!cual!solo!se!tenía!información!estructural!para!
sus!dominios!catalíticos!de!forma!aislada.!Este!estudio!se!abordó!en!presencia!
y!ausencia!del!substrato!ATP!(utilizando!el!análogo!no!hidrolizable!AMPPNP).!!
Únicamente! obtuvimos! éxito! en! nuestros! estudios! estructurales! para! la!
proteína! EnvZchim,! cuya! estructura! tridimensional! se! obtuvo! a! partir! de! la!
difracción! de! rayos! X! de! un! cristal! que! contenía! AMPPNP! en! la! condición:!
2%PEG1000,!2P6%PEG4000,!1P1,7M!sulfato!amónico,!0,1M!HEPES!pH7,0!y!20P
40mM! acetato! de! sodio.! La! estructura! se! resolvió! mediante! reemplazo!
isomorfo! combinado! con! señal! anómala! (SIRAS! de! sus! siglas! en! inglés! single(
isomorphous( replacement( with( anomalous( scattering)! usando! un! juego! de!
datos!proveniente!de!un!cristal!nativo!difractado!a!una!resolución!de!3.0!Å!y!
de!uno!derivado,!mediante!la!sustitución!de!los!residuos!de!Met!por!SelenioP
Met!(SelPMet),!difractado!a!una!resolución!de!3.8!Å!(Tabla!1).!
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Tabla! 1.! Datos! de! difracción! y! estadísticas! del! refinado! para! EnvZchim.! En! paréntesis! se!
muestran!los!datos!para!el!intervalo!de!máxima!resolución.!
!
La! unidad! asimétrica! del! cristal! contenía! un! dímero! de! EnvZchim! (Figura! 5a)!
donde!se!observaba!el!haz!de!cuatro!hélices!que!conforman!el!dominio!DHp,!
provenientes!dos!hélices,!α1!y!α2,!de!cada!monómero,!así!como!dos!dominios!
CA,! uno! por! monómero.! La! densidad! electrónica! permitía! definir! todos! los!
residuos! de! la! estructura! excepto! los! 7! primeros! residuos! (224P230)! y! los!
últimos!10!(441P450)!que!no!mostraban!densidad!electrónica,!de!forma!que!no!
pudieron! trazarse! en! la! estructura.! La! superposición! del! dominio! DHp! de!
EnvZchim)na+vo) EnvZchim)SelMet)
RECOGIDA)DE)DATOS)
))Grupo)espacial) P6522% P6522%
))Dimensiones)de)la)celda)
))))))))))a,)b,)c)(Å)) 163,7,%163,7,%130,1% 164,2,%164,2,%130,8%
)))))))))α,)β,)γ)(°)) 90,%90,%120% 90,%90,%120%
Pico%
))Longitud)de)onda)(Å)) 0,98% 0,98%
))Resolución)(Å)) 29,6I3,0)(3,2I3,0)) 49,723,8%(4,023,8)%
))Rmerge)(%)) 7,4%(93,9)% 19,3%(113,5)%
))Mean)I/δ)(I)) 21,3%(2,3)% 20,4%(5,9)%
))ComplePtud)(%)) 97,8%(98,5)% 99,9%(100,0)%
))Redundancia) 10,6%(10,7)% 38,7%(41,0)%
REFINADO)
))Resolución)(Å)) 29,623,0%(3,223,0)% 49,723,8%(4,023,8)%
))Nº)de)reﬂexiones) 217%865/20%516% 415%154/10%733%
))(observadas/únicas)) (31%768/2%971)% (62%599/1%526)%
))Rwork/Rfree)(%)) 19,4/23,4%
))Nº)de)átomos)
)))))Proteína) 3366%
)))))Ligando/iones) 5%
)))))Agua) 18%
))Factores)B)(Å))
)))))Proteína) 91,9%
)))))Ligando/ión) 77,1/136,3%
)))))Agua) 91,5%
))Desviaciones)r.m.s.d.)
))Distancias)de)enlace) 0,008%
))Ángulos)de)enlace) 1,3%
))Código)PDB) 4KP4%
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EnvZchim!con!el!dominio!DHp!de!la!HK!HK853!mostraba!que!la!conexión!α1Pα2,!
correspondiente!a!la!zona!intercambiada!en!las!proteínas!quimera,!presentaba!
la! misma! arquitectura! que! en! HK853,! la! proteína! dadora! de! dicha! región!
(Figura! 5b).! Más! aún,! la! disposición! de! las! hélices! α! del! dominio! DHp! de!
EnvZchim!eran!más!similares!a!la!HK!HK853!que!a!EnvZ!(RMSD!1.6!Å!frente!a!3.0!
Å)! a! pesar! de! compartir! únicamente! 19! de! los! 73! residuos! que! formaban! el!
DHp! en! EnvZchim! (Figura! 5b).! Esta! observación! apoyaría! la! teoría! de! que! la!
disposición( trans! “a! derechas”! o! cis! “a! izquierdas”! de! la! conexión! viene!
determinada!por!la!composición!de!los!residuos!y!la!longitud!de!la!conexión.!!
Figura! 5.! Estructura! del! dímero! de! EnvZchim.! (a)El!monómero! en! estado! de! autofosforilación,!
monómero! A,! aparece! coloreado! en! azul! y! el! monómero! B! aparece! coloreado! en! verde.! Las!
zonas! intercambiadas!con!HK853!aparecen!coloreadas!en!púrpura!y!naranja.!También!aparece!
representado!el!ATPPlid!en!rosa!y!la!molécula!de!AMPPNP.!(b)Comparación!del!dominio!DHp!de!
la! proteína! EnvZchim! (azul)! con! EnvZ! (amarillo)! y! HK853! (rosa).! (c)Superposición! de! los! dos!
monómero!que!forman!EnvZchim!.!
!
Los! dominios! CA! (residuos! 297P451)! presentaban! la! organización! α/β!
característica!de!la!superfamilia!GHKL!que!ya!se!había!observado!previamente!
en! la! estructura! de! EnvZ! resuelta! por! resonancia! magnética! nuclear! (RMN)!
(Tanaka(T.(et(al,(1998).(El!dominio!DHp!y!CA!estaban!conectados!por!un!bucle!
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pequeño!de!7!residuos!(291P296)!(Figura!5a).!
Curiosamente,! la! estructura! de! EnvZchim! presentaba! un! dímero! asimétrico!
donde! la! disposición! de! los! dominios! CA! con! respecto! al! DHp! era! diferente!
entre! los! dos! monómeros! (Figura! 5a! y! c).! Sin! embargo,! los! dominios!
individuales! DHp! y! CA! tenían! conformaciones! similares.! El! dominio! DHp!
(residuos!226!y!290)!era! idéntico!en!ambos!monómeros!que! formaban! la!HK!
(monómero!A!y!B),!con!un!RMSD!menor!de!1!Å!en!la!superposición!de!ambos.!
Sólo!habían!pequeñas!diferencias!en!la!zona!animoPterminal!de!la!hélice!α1!en!
un! residuo! de! Pro! (Pro248).! Los! CA! de! ambos! monómeros! también! eran!
idénticos! de! forma! individual,! con! un! RMSD! de! 0,73! Å! al! superponer! los!
residuos! 291P386! y! 405P440.! La! única! diferencia! entre! ambos! se! debía! a! la!
disposición! del! ATPPlid,! correspondiente! a! los! residuos! 387P404.! Como! se! ha!
indicado!con!anterioridad,!el!ATPPlid!cubre!el!sitio!de!unión!del!nucleótido!y!su!
disposición! se! ve! muy! influenciada! por! la! presencia! de! éste.! Este! hecho! se!
confirma! en! la! estructura! de! EnvZchim!ya! que! uno! de! los!monómeros,! al! que!
denominamos! A,! poseía! una! molécula! de! AMPPNP! unida,! mientras! que! el!
segundo!monómero,! que! denominamos! B,! no! presentaba! ningún! nucleótido!
aunque! sí! un! ión! sulfato! (Figura! 6).! Esto! confirmaba! que! la! unión! del!
nucleótido! al! domino! CA! modulaba! y! estabilizaba! la! conformación! que!
adoptaba! el! ATPPlid,! precisamente! en! ausencia! de! ligandos! no! suele!
observarse! el! ATPPlid! debido! a! su! alta! movilidad.! Pero! en! la! estructura! de!
EnvZchim!el!ATPPlid!es!visible!en!ambos!monómeros!debido!a!la!interacción!con!
el!AMPPNP!o!con!el!ión!sulfato,!aunque!adopta!diferente!conformación.!El!ión!
sulfato! interacciona! con! los! residuos! de! Gly401! y! Thr402! permitiendo!
estabilizar!la!hélice!α5,!mientras!que!en!el!monómero!A!que!une!AMPPNP,!el!
inicio!de! la!hélice!α5!está!desestructurado!permitiendo!que!interaccionen!los!
fosfatos! con! la! cadena!principal! de! los! residuos!que! forman!el! inicio!de!esta!
hélice,!estabilizando!así!estos!contactos!la!unión!del!nucleótido!(Figura!6).!!
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Figura!6.!Detalle!del!centro!activo!en!EnvZchim.!Ampliación!del!centro!activo!en!el!monómero!A!
con! una!molécula! de! AMPPNP! unida! (imagen! de! la! izquierda)! y! del!monómero! B! con! un! ión!
sulfato!unido!(imagen!de!la!derecha).!
!
Como! hemos! mencionado! anteriormente,! a! pesar! de! la! similitud! que!
presentan! los! dominios! CA! de! forma! individual! en! ambos! monómeros,! la!
disposición!relativa!de!estos!dominios!respecto!al!DHp!difiere!(Figura!5a!y!c).!
En! el! monómero! B,! el! dominio! CA! está! más! cerca! de! la! hélice!α2! del! DHp!
adquiriendo!una!orientación! respecto!al!DHp! similar! a! la!observada!en!otras!
HKs!como!HK853!(PDB:3DGE),!DesK!(PDB:3GIE)!o!KinB!(PDB:3D36)!(Figura!7a).!
Por!el!contrario!el!CA!del!monA!está!más!cercano!a!la!hélice!α1!del!DHp!donde!
se!encuentra! la!His! fosfoaceptora.!Este!acercamiento!dispone!al! fosfato!γ!del!
ATP! a! una! distancia! adecuada! del! residuo! fosfoaceptor,! His243,! compatible!
con! la!reacción!de!autofosforilación.!Esta!disposición!relativa!de! los!dominios!
CA!y!DHp!era!similar!a! la!observada!recientemente!en! la!estructura!de! la!HK!
VicK! (PDB:4I5S)!cuya!conformación!se!describe!compatible!con!el!proceso!de!
autofosforilación!a!pesar!de!que!su!centro!catalítico!esté!vacío!(Wang(C.(et(al,(
2013)! (Figura! 7b).! En! la! conformación! observada! en! EnvZchim,! la!molécula! de!
ATP! y! la! His! fosfoaceptora! se! localizan! en! el! mismo! monómero,! lo! que! se!
corresponde! con! una! autofosforilación! en! cis,! como! habíamos! confirmado!
bioquímicamente,!al!contrario!de!la!autofosforilación!en!trans!que!ocurre!en!la!
proteína!silvestre!EnvZ!(Yang(Y.(y(Inouye(M.,(1991).(
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Figura! 7.! Superposición!monómero! A! y! B! de! EnvZchim! con! otras! HKs.! (a)Comparación! de! los!
dominios!catalíticos!en!el!monómero!B!de!EnvZchim!(verde)!con!las!HKs:!HK853!(rosa),!DesK!(azul)!
y!KinB!(rojo).!(b)Comparación!de!los!dominios!catalíticos!del!monómero!A!de!EnvZchim!(cian)!con!
el!monómero!A!de!VicK!(amarillo).!
1.1.4.N!Visión!del!centro!catalítico!del!monómero!A!correspondiente!a!
la!conformación!de!autofosforilación.!
La! disposición! de! los! dominios! DHp! y! CA! en! el! monómero! A! muestran! al!
fosfato!γ!del!AMPPNP!y!al!átomo!Nε!de!la!His243!fosfoaceptora!a!una!distancia!
de!3.6!Å.!Además!el!ángulo!formado!por!el!Nε,!el!fosfato!γ!y!el!N!que!conecta!
los!fosfatos!βPγ!en!el!AMPPNP!es!de!165°.!Estos!datos!son!compatibles!con!el!
ataque!del!fosfato!γ!por!parte!de!la!His243!en!la!reacción!de!autofosforilación!
(Figura!6!y!8).!Tanto!el!dominio!DHp!como!el!CA!contribuyen!a!la!formación!del!
centro! activo,! sin! embargo,! la! participación! del! CA! es! predominante! ya! que!
aporta!la!mayoría!de!los!residuos!que!interaccionan!con!el!nucleótido!de!ATP,!
a!excepción!de!la!His!fosfoaceptora!y!del!residuo!Asp244!adyacente!a!la!His243.!
Ambos!residuos!interaccionan,!el!Nδ!del!grupo!imidazol!de!la!His!con!el!grupo!
carboxilo! del! Asp! (Figura! 8).! Esta! interacción! juega! un! papel! importante!
durante!el!proceso!de!autofosforilación!ya!que!el!residuo!Asp244!podría!actuar!
como!una!base!general,!secuestrando!un!protón!de!la!His!para!inducir!la!forma!
tautomérica!más!idónea!que!active!el!ataque!nucleofílico!desde!el!Nε!de!la!His!
hasta!el!fosfato!γ!del!ATP!(Figura!8).!
!
El! papel! de! base! general! para! este! residuo! está! apoyado! por! su! alta!
conservación!en!las!HKs!(Figura!9).!Además,!se!ha!probado!que!la!mutación!de!
este! residuo! en! diferentes! HKs! disminuye! drásticamente! la! actividad! de!
autofosforilación!(Atkinson(M.(R.(y(Ninfa(A.(J.,(1993;(Willett(J.(W.(y(Kirby(J.(R.,(
2012).!Por!otra!parte,! la!cadena! lateral!del!Asp244! interacciona!mediante!un! 
 
 
 
 
Supplementary Figure 2. Superposition of subunit A and B of EnvZchim with different 
HKs. a) The superimposition of the kinase unproductive subunit B of EnvZchim (green)  
with, left HK853 (3DGE; magenta), middle, DesK (3GIE; blue) and right, KinB (3D36; 
red) showed a similar DHp-CA rearrangement for all these HKs . b) The 
superimposition of the kinase productive subunit A of EnvZchim (cyan) with VicK (4I5S; 
yellow). 
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puente!de!hidrógeno!con! la!Asn343!y!mediante!un!puente!salino!con!Arg339!
(Figura!8).!Esta! triada,!Asn343PAsp244PArg339,!podría!ayudar!a! la!disposición!
correcta! del! Asp244! y! a! su! polarización! para! actuar! como! base! general.!
Además! el! residuo! Asn339! interacciona! también! con! la! His! fosfoaceptora!
mediante!un!puente!de!hidrógeno.!!
Por!su!parte,!el!fosfato!γ!del!ATP!se!estabiliza!en!la!posición!correcta!del!centro!
activo! para! el! ataque! nucleofílico! de! la! His243! mediante! contactos! que!
presentan! sus! tres! oxígenos! con! residuos! del! dominio! CA! (Figura! 8).! Estos!
contactos!se!dan!con!la!cadena!lateral!de!la!Thr402!y!con!los!grupos!amida!de!
las! cadenas!principales!de! los! residuos!Thr402,!Gly403,! Leu404!y!Gly405!que!
forman!una!vuelta!de!hélice!cubriendo!al! fosfato!γ!y!conforman! la!caja!G2!al!
inicio!de!hélice!α5!(Figura!6,!8!y!9).!!
!
!
!
!
!
!
!
Figura! 8.! Representación! esquemática! del! centro! activo! en! el! monómero! A.! Las! distancias!
relevantes! entre! los! residuos! y! el! AMPPNP! aparecen! indicadas! y! dibujadas! como! líneas!
discontinuas.!
!
En!el!monómero!B!el!ión!sulfato!ocupa!la!posición!que!podría!ocupar!el!grupo!
fosforilo!tras!la!autofosforilación!(Casino(P.(et(al,(2009;(RamonCMaiques(S.(et(al,(
2010)!interaccionando!también!con!la!cadena!principal!de!la!primera!vuelta!de!
la! hélice! α5! (Figura! 6),! lo! que! apoyaría! la! relevancia! de! esta! hélice! en! la!
coordinación!del!fosfato!γ.!La!Arg350,!proveniente!de!la!zona!carboxiPterminal!
de! la!hélice!α4,! interacciona!con!dos!de! los!oxígenos!del! fosfato!γ,! forma!un!
puente!salino!con!el!fosfato!β!del!ATP!y!se!une!por!un!puente!de!hidrógeno!a!
la!cadena!principal!del!Asn347,!residuo!que!forma!la!caja!N!conservada!en!el!
dominio! CA! (Figura! 6,! 8! y! 9).! La! caja!N! está! implicada! en! quelar! el! ión!Mg2+!
requerido! para! neutralizar! las! cargas! negativas! del! ATP! y! es! esencial! en! la!
autofosforilación!(Hsing(W.(Et(al,(1998;(Bilwes(A.M.(et(al,(2001;(Casino(P.(et(al,(
2009).! El! fosfato!β! del!nucleótido! interacciona! también!con! la! cadena! lateral!
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del!residuo!de!Tyr335!y!con!la!cadena!principal!de!la!Gly403!(Figura!6!y!8).!
Finalmente!el!fosfato!α!del!nucleótido,!coordinado!por!el!dipolo!generado!en!
la! hélice! α5,! interacciona! con! los! nitrógenos! de! las! amidas! que! forman! el!
esqueleto!de!los!residuos!Leu404,!Gly405!y!Leu406!(Figura!6!y!8).!!
Figura! 9.! Conservación! de! secuencia! de! los! dominios! catalíticos! de! las! HKs! HisKA.!Weblogo!
(Crooks(G.(E.(et(al,(2004)(con!la!conservación!de!la!secuencia!de!las!HKs!de!la!familia!HisKA.!Las!
cajas! H,! N! y! G2! así! como! el! ATPPlid! aparecen! señalados.! El! residuo! de!His! fosfoaceptora! y! el!
residuo!acídico!adyacente!aparecen!señalados!en!azul!para!HK853!y!en!rojo!para!EnvZ.!
1.1.5.N!Análisis!funcional!de!los!residuos!potencialmente!catalíticos.!!
Para! corroborar! la! conformación! de! autofosforilación! observada! en! la!
estructura!de!EnvZchim!y!evaluar!la!contribución!de!los!residuos!que!intervienen!
en!dicha!reacción,!realizamos!mutaciones!puntuales!a!Ala!en!los!residuos!que!
intervienen!en!las!interacciones!con!la!His!fosfoaceptora!y!con!el!fosfato!γ!del!
ATP! tanto! en! EnvZ! como! en! HK853.! La! decisión! de! realizar! la! evaluación! de!
estos! residuos!en!EnvZ! y!HK853,!dos!HKs! con!diferente!direccionalidad!en! la!
reacción!de!autofosforilación,!tiene!como!fin!confirmar!nuestra!propuesta!de!
un! mecanismo! general! para! esta! reacción! independientemente! de! su!
direccionalidad.!Se!analizó,!para!cada!uno!de!los!mutantes,! la!capacidad!para!
aufosforilarse!mediante!ensayos!quinasa!con!ATP!radiactivo!y!la!capacidad!de!
 
 
 
 
Supplementary Figure 3. Sequence conservation in HKs catalytic domains. Weblogo 
representation of prosite family HIS_KIN (PS50109) to visualize the consensus 
sequence of HKs.  Each position in th  sequence is represented by a s ack. The overall 
height of the stack indicates the sequence conservation at that position, while the height 
of symbols within the stack indicates the relative frequency of each amino at that 
position. In the graphic, relevant residues for the catalysis according to our structural 
and functional results have been labeled in blue for HK853 and in red for EnvZ. The 
ATP-lid and the conserved H-, N- and G2-boxes are labeled. 
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unión!al!ATP!mediante!ensayos!de!calorimetría!de!titulación! isotérmica!o! ITC!
(del! inglés! Isothermal( Tritiation( Calorimetry).! Los! residuos! mutados! a! Ala!
fueron!Asp244,!Asn343,!Asn347,!Arg350!y!Arg392!en!la!HK!EnvZ!y!sus!análogos!
en!HK853,!Glu261,!Asn376,!Asn380,!Lys383!y!Arg430!en!HK853!(Figura!7!de!la!
Introducción).!Por!otra!parte,!se!generaron!los!mutantes!a!Ala!de!los!residuos!
de! la! His! fosfoaceptora,! His243! y! His260! en! EnvZ! y! HK853! respectivamente,!
con!la!intención!de!generar!un!control!negativo!incapaz!de!fosforilarse.!!
!
En!los!ensayos!de!autofosfotilación!realizados!con!ATP!radiactivo!no!se!detectó!
actividad! quinasa! para! los! mutantes! en! la! His! fosfoaceptora,! como! era!
esperable,!ni!tampoco!para!los!mutantes!en!el!residuo!de!la!Asn!que!quela!el!
ión! Mg2+! (N374A! en! EnvZ! y! N380A! en! HK853)! (Figura! 10).! Los! mutantes!
correspondientes! al! residuo!acídico! adyacente! a! la!His! fosfoaceptora! (D244A!
en!EnvZ!y!E261A!en!HK853)!pierden! su! capacidad!de!autofosforilarse! (Figura!
10)! apoyando! el! papel! de! dicho! residuo! como! base! general! anteriormente!
propuesto!(Marina(A.(et(al,(2001;(Dago(A.(et(al,(2012).!La!mutación!del!residuo!
polar!que!interacciona!con!la!His!fosfoaceptora!y!el!residuo!acídico!(N343A!en!
EnvZ!y!N376A!en!HK853)!tiene!un!fuerte!impacto!en!ambas!HKs!ya!que!estos!
mutantes!muestran!únicamente!una!actividad!quinasa!residual!(Figura!10).(La!
sustitución! del! residuo! básico! conservado! en! el! ATPPlid! (R392A! en! EnvZ! y!
R430A!en!HK853)!genera!proteínas!cuya!actividad!quinasa!está!afectada,!sobre!
todo!en!el! caso!de!HK853! (Figura!10).! Por! el! contrario! la!mutación!a!Ala!del!
residuo!cargado!positivamente!cercano!a!la!caja!N!(R350A!en!EnvZ!y!K383A!en!
HK853),! tiene! menor! efecto.! Mientras! que! para! HK853! el! mutante! muestra!
una!actividad!quinasa!baja,!para!el!mutante!en!EnvZ!no!tiene!tan!afectada!su!
capacidad!de!autofosforilación!(Figura!10).!
!
!
!
!
!
!
!
Figura!10.!Análisis!de!la!autofosforilación!en!los!mutantes!en!residuos!catalíticos.!Visualización!
por!autorradiografía!de!la!autofosforilación!de!los!mutantes!en!los!residuos!catalíticos!de!HK853!
y!EnvZ!tras!incubar!durante!2,!5!y!15min!con!ATP!radiactivo,!ATP[γ32P].!!
!
N380A K383A R430A WT H260A E261A N376A 
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Para!cuantificar!si!el!efecto!de!la!pérdida!de!actividad!quinasa!en!los!mutantes!
era! debido! a! una! incapacidad! para! realizar! la! actividad! catalítica! o! debido! a!
una! incapacidad! para! unir! el! nucleótido,! realizamos! ensayos! de! ITC! con! el!
nucleótido!no!hidrolizable!de!ATP,!AMPPNP.!!
!
Al!testar!las!proteínas!silvestres!HK853!y!EnvZ!encontramos!que!mientras!para!
HK853!la!constante!de!disociación!del!nucleótido!(Kd)!era!de!6.8µM!para!EnvZ!
era!de!260µM,! los!valores!para!EnvZ!se!encuentran!en!el! límite!de!detección!
de! la! técnica,! por! lo! que! decidimos! no! utilizar! esta! técnica! para! evaluar! los!
mutantes!de!EnvZ.!!
Los! resultados! obtenidos! con! los!mutantes! de!HK853! nos!muestran! como! la!
mutación! de! la! His! fosfoaceptora! (H260A)! no! afecta! a! la! afinidad! por! el!
nucleótido! (Kd=6,9µM)!como! tampoco! lo!hace! la!mutación!del! residuo!polar!
que! interacciona! con! la! His! fosfoaceptora,! N376A! (Kd=3,6µM)! (Figura! 11).!
Igualmente,! los! resultados! para! el! mutante! en! el! residuo! acídico! propuesto!
como!base!general!(E261A)!indican!que!la!mutación!tiene!un!efecto!menor!en!
la!afinidad!por!el!nucleótido!(13,7µM)!(Figura!11).!Así!pues,!los!residuos!His260,!
Glu261!y!Asn376!en!HK853!están!únicamente! implicados!en! la! catálisis!de! la!
autofosforilación.!!
Por!otra!parte,!la!mutación!en!la!Arg!tiene!un!efecto!menor!en!la!afinidad!por!
el! nucleótido! (Kd=28,3µM).! Sorprendentemente,! la! mutación! en! la! Asn!
conservada! (N380A)! que! quela! el! ión! Mg2+! tiene! totalmente! abolida! la!
capacidad!de!unir!al!nucleótido!(Figura!11)!lo!cuál!explicaría!la!incapacidad!de!
autofosforilarse! observada! en! los! ensayos! quinasa! anteriores! (Figura! 3).! La!
mutación! K383A! conlleva! una! disminución! en! la! afinidad! por! el! nucleótido!
(Kd=221µM)! (Figura! 11).! Los! resultados! obtenidos! con! estos! mutantes!
indicarían! que! los! residuos! Asn380! y! Lys383! son! importantes! para! la!
interacción! del! ATP! durante! el! proceso! de! autofosforilación,! hecho!
corroborado!anteriormente!para!residuos!en!posiciones!equivalentes!en!la!HK!
PhoQ!(Marina(A.(et(al,(2001).!!
!
!
!
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Figura! 11.! Ensayos! de! afinidad! HK853NAMPPNP! por! ITC.! Las! constantes! de! disociación! (Kd)!
calculadas! para! cada! mutante! aparecen! agrupadas! en! la! tabla.! Los! cambios! de! energía!
integrados!para!cada!inyección!aparecen!representados!en!la!gráfica!ajustados!a!un!modelo!de!
interacción!independiente.!!
!
De!esta!forma,!los!resultados!estructurales!y!bioquímicos!sobre!el!mecanismo!
de!autofosforilación!en! las!HKs!nos! indican! la! importancia!del!residuo!acídico!
situado! tras! la! His! fosfoaceptora,! que! actuaría! como! base! general,! y! de! un!
residuo!polar!localizado!en!la!hélice!α4!del!dominio!CA!que!intervendrían!en!la!
catálisis.!Además,! los!residuos!cargados!positivamente!que! interaccionan!con!
el!nucleótido!tienen!una!menor!contribución!en!el!mecanismo,!y!posiblemente!
estos! residuos! tendrían! un! papel! neutralizador! del! entorno! cargado!
negativamente!que!genera!el!producto!de!la!reacción,!el!ADP.!
1.1.6.N!Asimetría!en!la!reacción!de!autofosforilación.!
La! estructura! de! EnvZchim! muestra! una! disposición! diferente! del! dominio! CA!
con!respecto!al!DHp,!en!el!monómero!A,!que!contiene!AMPPNP,!respecto!del!
monómero! B.! Esta! diferencia! entre! ambos! monómeros! nos! da! evidencias!
estructurales! sobre! la! naturaleza! asimétrica! del! proceso! de! autofosforilación!
(Figura!5a!y!c).!Mientras!que!el!CA!del!monómero!A!ha!tenido!que!acercarse!al!
DHp!para!alinear!el!AMPPNP!con!la!His!fosfoaceptora,!el!CA!del!monómero!B!
tiene! una! disposición! alejada! del! DHp! que! correspondería! con! una!
conformación!abierta!o! relajada!de!dicho!monómero.!Utilizando!el!programa!
Dyndom! (Poorman( P.( G.( et( al,( 2009)( se! ha! caracterizado! el!movimiento! que!
realizan! los! dominios! CA! para! adquirir! las! diferentes! conformaciones!
observadas!en!la!estructura.!El!movimiento!en!el!monómero!A!para!acercarse!
a!la!His!fosfoaceptora!con!respecto!de!la!conformación!abierta!observada!en!el!
monómero!B!corresponde!con!un!rotación!de!56,5°!de!forma!que!el!CA!acerca!
el! nucleótido! de! AMPPNP! al! residuo! de! His! fosfoaceptora! (Figura! 5c).! La!
asimetría!en!la!reacción!de!autofosforilación,!donde!esta!reacción!se!realiza!de!
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forma!alternativa!para! cada!uno!de! los!monómeros,! se!había!observado!con!
anterioridad! en! base! a! datos! bioquímicos! obtenidos! con! la! HK! NRII,! una! HK!
que!presenta!direccionalidad!trans(en!la!reacción!de!autofosforilación!(Jiang(P.(
et(al,(2000).((
El!hecho!de!que! la!estructura!de!EnvZchim!,!con!direccionalidad!cis,!presentara!
también! asimetría! en! la! autofosforilación,! nos! llevó! a! analizar! si! la!
direccionalidad! era! independiente! de! la! asimetría.! Para! ello! analizamos! si! la!
asimetría! en! la! autofosforilación! también! se! daba! en!HK853! que! presentaba!
direccionalidad! cis.! Para! distinguir! la! especie! fosforilada! de! la! no! fosforilada!
realizamos! ensayos! nativoPPAGE.! Como! HK853! es! una! proteína! termófila,!
procedente!de!T.(maritima,! la!fosforilación!en!presencia!de(un!exceso!de!ATP!
(5mM)!se!realizó!a!70°C!.!!
!
A! medida! que! HK853! se! fosforila! con! el! tiempo,! en! el! gel! nativoPPAGE! se!
observan!tres!bandas!de!proteína!con!diferente!retardo!que!se!corresponden!
con! la! especie! no! fosforilada,! hemifosforilada! (con! sólo! un! monómero!
fosforilado)! y! totalmente! fosforilada! (ambos! monómeros! del! dímero!
fosforilados).! A! tiempos! cortos! (30P60! seg),! la!mayor! parte! de! la! proteína! se!
encuentra! hemifosforilada,! pero! a! tiempos!más! largos! (1!min)! se! observa! la!
aparición!de!la!banda!totalmente!fosforilada!que!es!mayoritaria!a!los!2!min!y!
medio! (Figura! 12).! Sin! embargo,! HK853! parece! estar! en! equilibrio! entre! la!
forma!hemifosforilada!y!totalmente!fosforilada!hasta!los!30!min,!aunque!esta!
última! forma! nunca! aparece! como! única.! A! partir! de! los! 30! min! la! forma!
totalmente! fosforilada! comienza! a! disminuir,! así! como! la! forma!
hemifosforilada!a!partir!de!los!60!min,!desfosforilándose!casi!completamente!a!
los! 90! min.! Dicha! desfosorilación,! podría! deberse! tanto! al! consumo! del!
substrato! ATP! como! a! la! inhibición! de! la! reacción! por! el! producto! ADP,! ya!
observada!para!otras!HK!como!NRII! (Jiang(P.(et(al,(2000).(Para!comprobar!el!
efecto! de! la! inhibición! por! producto! en! la! autofosforilación! de! HK853,!
utilizamos!un!sistema!acoplado!con!fosfoenolpiruvato!(PEP)!y!piruvato!quinasa!
que!regenera!el!ATP!a!partir!del!ADP!producido.!Así!pues,!aunque!a!los!30!min!
se!observaba!formación!de!especie!hemifosforilada!y!fosforilada!en!proporción!
similar,!a!los!60!min!el!equilibrio!se!había!desplazado!casi!totalmente!hacia!la!
formación! de! la! especie! totalmente! fosforilada,! la! cual! era! estable! incluso!
hasta!los!90!min!(Figura!12).!!
!
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Figura! 12.! Autofosforilación! asimétrica! en! HK853.! Ensayos! nativoPPAGE! que! muestran! la!
autofosforilación!de!HK853!en!presencia!de!5mM!de!ATP!a!70°C!durante!periodos! (a)cortos!y!
(b)largos!de!incubación.!(c)Para!eliminar!el!ADP!producido!en!la!reacción!de!autofosforilación!se!
usó!una!reacción!acoplada!con!PEP!(5mM)!y!piruvato!quinasa!(0,25U/μl)!que!permitía!regenerar!
ATP!a!partir!de!ADP.!HK!corresponde!a!la!especie!de!HK853!sin!fosforilar,!HK~P!corresponde!con!
la!especie!de!HK853!hemifosforilada!y!HK~P2!con!la!totalmente!fosforilada.!
!
En! la! célula,!el! ratio!ATP/ADP!se!mantiene!constante,! lo!que!sugiriere!que! la!
hemifosforilación! de! las!HKs! en! la! reacción! de! autofosforilación! debe! de! ser!
común!para!las!HKs.!Además,!esta!hemifosforilación!indica!que!la!reacción!de!
autofosforilación!debe!de!ser!asimétrica,!como!se!observa!en!la!estructura!de!
EnvZchim,!y!que!además!esta!asimetría!es! independiente!de! la!direccionalidad!
cis/trans! de! las! HKs! puesto! que! se! ha! observado! tanto! en! HKs! con!
autofosforilación! en! cis,! HK853! (Casino( P.( et( al,( 2009),! como! en! trans,! NRII!
(Ninfa(E.(G.(et(al,(1993).!
La! asimetría! que! se! observa! en! la! estructura! de! EnvZchim! también! se! ha!
observado! en! las! estructuras! de! las! HKs! DesK,! VicK! y! YF1! (Albanesi( D.( et( al,(
2009;(Wang(C.(et(al,(2013;(Diensthuber(R.(P.(et(al,(2013)(donde!la!disposición!
relativa! de! los! dominios! CA! son! diferentes! en! cada! monómero! del! dímero!
(Figura! 13).! En! contraposición,! se! ha!observado!una!disposición! simétrica! de!
los!dominios!CA!en! las!HKs!HK853,!ThkA,!KinB!y!DesK! (Marina(A.(et(al,(2001;(
Casino(P.(et(al,(2009;(Yamada(S.(et(al,(2009;(Albanesi(D.(et(al,(2009;(Bick(M.(J.(
et(al,(2009).(Esto! indicaría!que! los!dominios!CA!presentan!un!alta!plasticidad!
que! les! permite! adquirir! diferente! disposición! durante! la! transducción! de! la!
señal,!una!idea!propuesta!para!la!HK!DesK!(Albanesi(D.(et(al,(2009).!!
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Figura!13.!Asimetría!en!las!HKs.!Disposición!de!los!dominios!catalíticos,!DHp!y!CA,!en!diferentes!
HKs.!Los!códigos!PDB!de!cada!estructura!aparecen!entre!paréntesis.!
!
Hasta! la! fecha,! los!estudios!estructurales!son!compatibles!con!un!mecanismo!
catalítico!donde!las!HKs!presentan!cambios!de!estado!simétricoPasimétrico.!Así!
pues,! la! HK! presentaría! simetría! durante! la! recepción! de! la! señal,! asimetría!
durante! el! proceso! de! autofosforilación! y! nuevamente! simetría! para! realizar!
las!reacciones!de!fosfotransferencia!y!desfosorilación!(Albanesi(D.(et(al,(2009;(
Casino( P.( et( al,( 2009).! El! análisis! estructural! de! los! dominios! sensores!
citoplasmáticos,!PAS!y!HAMP(que!conectan!la!zona!sensor!extracelular!con!la!
catalítica! intracelular!nos!muestra!como!estos!dominios!podrían!actuar!como!
interruptores!que!mantengan!estas!conformaciones.!!
1.1.7.N! Relación! de! la! direccionalidad! en! la! reacción! de!
autofosforilación!de!las!HKs,!y!el!reconocimiento!con!el!RR.!
La!alternativa!que!presentan!las!HKs!para!catalizar!su!autofosforilación!en!cis!o!
trans(podría!tener!repercusiones!en!el!reconocimiento!con!el!RR!para!llevar!a!
cabo! las! reacciones! de! fosfotransferencia! o! desfosforilación.! Como! se! ha!
indicado,!esta!alternativa!en! la!direccionalidad!es!debida!a! la!conexión!α1Pα2!
en! el! DHp,! una! región! principal! de! interacción! con! el! RR.! De! hecho,! la!
estructura!del!complejo!HK853PRR468!(PDB:3DGE)!así!como!los!experimentos!
sobre! la! especificidad! de! interacción! entre! la! HK! y! su! RR! realizados! hasta! la!
fecha! (Casino(P.( et(al,( 2009;( Skerker( J.(M.(et(al,( 2008;(Bell( C.(H.( et(al,( 2010),(
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Supplementary Figure 7. Asymmetric and symmetric conformations observed in the 
dimer of different crystal structures of HKs. a) Asymmetric conformations observed for 
EnvZchim (in cyan/blue), VicK (4I5S; yellow/orange), YF1 (4GCZ; pink/hotpink) and 
DesK (3GIG; palecyan/deepteal). b) Symmetric conformations observed for HK853 in 
complex with RR468 (3DGE; blue/purpleblue), HK853 (2C2A; pink/magenta), KinB 
(3D36; limon/green) and DesK (3GIE; salmon/red). 
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mostraban!como!el!conector!entre! las!hélices!α1!y!α2!del!dominio!DHp!de!la!
HK!estaban!involucrados!en!el!reconocimiento!y!la!interacción!HKPRR.!!
Para! comprobar! si! el! intercambio! de! este! conector! en! nuestras! proteínas!
quimera,! EnvZchim!y! HK853chim,! estaba! afectando! la! capacidad! de! reconocer! y!
unirse! a! su! RR,! realizamos! ensayos! de! fosfotransferencia.! Para! ello,! se!
fosforilaron! previamente! las! HKs! silvestres! y! quimeras! con! ATP! radiactivo! y!
posteriormente!se!incubaron!con!los!RRs!parejas!de!estas!HKs,!OmpR!y!RR468!
de!EnvZ!y!HK853! respectivamente! (Figura!14).!Nuestros! resultados! revelaron!
que! la! proteína! EnvZchim,! que! contenía! la! conexión! α1Pα2! de! HK853,! había!
perdido!su!capacidad!de!fosfotransferir!al!RR!de!EnvZ,!OmpR.!Por!otra!parte,!
aunque! EnvZ! era! capaz! de! fosfotransferir! débilmente! a! RR468,! EnvZchim!tenía!
muy!disminuida!dicha! capacidad,! fosfotransfiriendo! sólo! a! largos! tiempos!de!
incubación.! En! cuanto! a!HK853chim,! que! contenía! la! conexión!α1Pα2!de! EnvZ,!
fosfotransfería! mucho! peor! a! RR468,! el! RR! de! HK853,! pero! era! capaz! de!
reconocer! débilmente! a! OmpR! y! fosfotransferirle! el! grupo! fosfato,! en!
contraposición! con!HK853!que!no!era! capaz!de! realizar! esta! reacción! (Figura!
14).!!
Figura!14.!Reconocimiento!y!fosfotransferencia!HKNRR.!Ensayos!de!fosfotransferencia!con!ATP!
radiactivo,!ATP[γ32P],!entre!las!HKs:!HK853,!HK853chim,!EnvZ!y!EnvZchim!con!RR468!(el!RR!propio!
de!HK853)!y!OmpR!(el!RR!propio!de!EnvZ).!!
!
Los! resultados! obtenidos! para! EnvZchim! y! HK853chim! demuestran! que! la!
especificidad! por! el! RR! se! encuentra! alterada! y! refuerzan! que! la! región!
intercambiada!entre!EnvZ!y!HK853!es!responsable!del!reconocimiento!HKPRR.!
Estos!datos!además!apoyan!los!datos!estructurales!del!complejo!HK853PRR468!
+RR468& +OmpR&
HK853& EnvZ&
EnvZchim&
HK## HK##
HK##HK##
RR## RR##
RR##
RR##
HK853chim&
0.5’& 1’& 2.5’& 10’& 30’&0.5’& 1’& 2.5’& 10’& 30’&
+RR468& +OmpR&
0.5’& 1’& 2.5’& 10’& 30’&0.5’& 1’& 2.5’& 10’& 30’&
+RR468& +OmpR&
0.5’& 1’& 2.5’& 10’& 30’&0.5’& 1’& 2.5’& 10’& 30’&
+RR468& +OmpR&
0.5’& 1’& 2.5’& 10’& 30’&0.5’& 1’& 2.5’& 10’& 30’&
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(Casino(P.( el( al,( 2009)! y! los! estudios! funcionales! realizados! con!mutantes! de!
EnvZ!(Skerker(J.M.(et(al,(2008;(Bell(C.(H.(et(al,(2010;(Podgornaia(A.(I(et(al,(2013).!!
!
Discusión.!
!
La! estructura! de! EnvZchim! representa! la! primera! instantánea! de! una! HK! en!
conformación! de! cisPautofosforilación! y! nos! ha! permitido! dilucidar! el!
mecanismo!catalítico!de!dicha!reacción!(Figura!15).!!
Los!datos!estructurales!nos!han!permitido!observar!la!arquitectura!del!centro!
activo! y! la! geometría! entre! el! átomo! fosfodonador! y! el! fosfoaceptor! en! la!
reacción! de! autofosforilación,! que! presentan! una! distancia! de! 5,3! Å! y! un!
ángulo!de!165°!entre!el!átomo!de!Nε!de!la!His!fosfoaceptora!y!el!átomo!de!Oβ!
del!fosfato!γ!del!ATP!donador.!Esta!distancia!es!consistente!con!un!mecanismo!
disociativo! en! el! que! el! fosfato! γ! genera! un! metafosfato! estabilizando! un!
estado!intermedio!durante!la!reacción!(Mildvan(A.(S.,(1997).!!
El! mecanismo! catalítico! de! la! reacción! de! autofosforilación! se! basa! en! el!
carácter! nucleofílico! de! la! His! fosfoaceptora! (His243! en! EnvZ),! el! cual! se! ve!
incrementado!por!su! interacción!con!el! residuo!acídico! (Asp/Glu)!conservado!
adyacente!a! la!His! (Asp244!en!EnvZ),!que!actuaría!como!base!general! (Figura!
15i).! Por! otra! parte,! un! residuo! polar! conservado! (Asn343)! localizado! en! la!
hélice!α4!del!CA!interacciona!con!el!residuo!acídico!y!la!His!fosfoaceptora!para!
incrementar!el!carácter!nucleofílico!del!protón!δN!de!la!His.!Una!vez!que!la!His!
está!activada!ataca!al! fosfato!γ!del!ATP.!La!transferencia!del!grupo!fosfato!se!
facilita!y!estabiliza!por!la!interacción!con!el!enlace!amida!de!la!cadena!principal!
proveniente!de!residuos!de!Gly!de! la!caja!G2!en! la!hélice!α4!que!funcionaría!
como!dipolo! (Figura!15ii).!Mutaciones!en!EnvZ!que! implican!a!esta!región!G2!
(Gly403! y! Gly405)! inhiben! la! autofosforilación,! muy! probablemente!
introduciendo!rigidez!e!impidiendo!la!formación!del!bucle!que!rodea!al!fosfato!
γ!(Zhu(I.(y(Inouye(M.,(2002).!El!ión!Mg2+,!esencial!durante!esta!reacción!(Stock(
A.(M.(et(al,(2000),(estabiliza!el!estado!de!transición!y!por!ello!el!mutante!del!
residuo!que!quela!el!Mg2+! (Asn347!en!EnvZ! y!Asn380!en!HK853)! elimina!por!
completo!la!autofosforilación!(Figura!15ii).!!
Finalmente,!la!pérdida!de!actividad!de!los!mutantes!R392A!en!EnvZ!y!R430A!en!
HK853!se!debe!a!que!dicha!Arg,! localizada!en!el!ATPPlid,!es! la!responsable!de!
neutralizar!la!carga!negativa!que!aparece!en!el!fosfato!β!en!el!producto!de!la!
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reacción,!el!ADP,!como!ya!se!describió!anteriormente!para!PhoQ!(Figura!15iii)!
(Marina(A.(et(al,(2001).!!
!
Figura!15.!Mecanismo!catalítico!propuesto!en!la!autofosforilación!de!las!HKs.!!
!
El!mecanismo!catalítico!propuesto!se!puede!establecer!como!general!para!las!
HKs! de! las! subfamilias! HisKA! y! HisKA_3! debido! a! la! alta! conservación! de! los!
residuos! mostrados! aquí! como! participantes! en! la! reacción.! De! hecho,! el!
residuo! acídico!que! actúa! como!base! general! está! presente! en! las!HKs! de! la!
subfamilia! HisKA! (PF00512)! y! de! la! subfamilia! HisKA_3! (PF07730)! las! cuales!
conforman!casi!el!90%!de!las!HKs!conocidas!(Finn(R.(D.(et(al,(2016).!Además,!la!
mutación!en!este!residuo!inhibe!la!autofosforilación!en!otras!HKs!como!CrdS,!
HK4262,!HK1190!o!NRII!(Atkinson(M.(R.(y(Ninfa(A.(J.,(1993;(Willett(J.(W.(y(Kirby(
J.(R.,(2011;(2012).!En!un!pequeño!porcentaje!de!HKs!de!otras!subfamilias,!este!
residuo!se!reemplaza!por!un!residuo!aromático,!algo!que!se!da!sólo!en!el!7%!
de! las! HKs! de! la! subfamilia! His_kinase! (PF06580),! o! por! un! residuo! de! Arg,!
presente! en! el! 2%! de! las! HKs! tipo! HisKA_2! (PF07568)! y! en! el! 1%! de! las!
HWE_HK! (PF07535).! En! estos! casos,! el! residuo! acídico! podría! localizarse! en!
otra! posición! alternativa,! siendo! un! buen! candidato! el! lugar! que! ocupa! el!
residuo!polar!de!Asn!en!la!hélice!α4!del!CA.!Se!ha!visto!que!en!diferentes!HKs!
esta! posición! se! encuentra! ocupada!por! un! residuo! acídico! y! además,! en! las!
ATPasas!de!la!familia!GHL,!de!las!cuales!el!domino!CA!de!las!HKs!forma!parte!
(Dutta(R.(y(Inouye(M.,(2000),!este!residuo!activa!la!molécula!de!agua!requerida!
para!la!hidrólisis!del!ATP((Corbett(K.(D.(y(Berger(J.(M.,(2005).!
Existen!otras!similitudes!entre!el!mecanismo!de!autofosforilación!de!las!HKs!y!
las!GHL!ATPasas!como! la!presencia!de! la! región!G2! flexible!y! rica!en!Gly!que!
estabiliza!el!estado!de!transición!mediante!la!interacción!del!enlace!amida!de!
la! cadena! principal! y! el! fosfato! γ! (Corbett( K.( D.( y( Berger( J.( M.,( 2005).(
Mutaciones!en!esa!región!comprometen!seriamente!la!autofosforilación!tanto!
en!las!HKs!como!en!las!GHL!ATPasas,((Podromou(C.(et(al,(2000;(Zhu(Y.(y(Inouye(
M.,(2002)!lo!que!apoya!la!teoría!de!un!mecanismo!catalítico!similar.!
!
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Los! datos! estructurales! y! bioquímicos! realizados! en! esta! Tesis! Doctoral,!
demuestran! que! el! mecanismo! de! autofosforilación! es! independiente! de! la!
direccionalidad! cis( o! trans( que! puedan! presentar! las! HKs.! Los! centros!
catalíticos!en!EnvZ!(con!direccionalidad!trans)!y!HK853!(con!direccionalidad!cis)!
tienen! una! configuración! similar! de! acuerdo! a! los! datos! estructurales! y! los!
ensayos! funcionales! con! mutantes! catalíticos.! Además,! la! direccionalidad! es!
dependiente!de!la!longitud!y!composición!en!residuos!de!la!conexión!entre!la!
hélice!α1!y!α2!del!DHp!(Ashenberg(O.(et(al,(2013;(Podgornaia(A.(I.(et(al,(2013).!
De! hecho,! esta! región! es! variable! en! longitud! y! composición! de! los! residuos!
pudiendo! dictar! dichas! diferencias! su! conectividad! “a! izquierdas”! o! “a!
derechas”.! Los! resultados! estructurales! con! EnvZchim! confirman! como! la!
sustitución! de! la! conexión! α1Pα2! del! DHp! de! EnvZ! por! la! correspondiente!
conexión! de! HK853,! provoca! que! la! conexión! en! EnvZchim! adquiera! la!misma!
conformación!y!disposición!que!HK853.!Al!comparar!esta!conexión!en!las!HKs!
HK853! y! DesK,! la! conexión! de! las! hélices! es! similar,! sin! embargo,! se! ha!
propuesto! que!DesK! se! autofosforila! en! trans.! En!DesK,! la! conexión! entre! el!
DHp! y! el! CA! es!más! corta! que! en! HK853,! de! forma! que! es! probable! que! la!
diferencia! en! la! longitud! de! esta! conexión! conlleve! que! el! dominio! CA! se!
disponga!más!cercano!al!residuo!de!His!localizado!en!la!subunidad!contraria!y!
esto!pueda!influir!también!en!la!direccionalidad!(Casino(P.(et(al,(2010).!De!esta!
manera,! tanto! la! conexión!α1Pα2!del!DHp!como! la! conexión!DHpPCA!podrían!
dictar!la!direccionalidad.!!!
!
La! direccionalidad! tiene! repercusiones! en! el! reconocimiento! HKPRR,!
permitiendo!discriminar!entre!RRs.!Estudios!recientes!han!demostrado!que!la!
acumulación! de! mutaciones,! tras! la! duplicación! génica,! en! residuos!
responsables! de! la! especificidad! HKPRR! localizados! en! la! conexión! α1Pα2! del!
DHp,! causan! gran! presión! selectiva! en! la! evolución! de! los! sistemas! de!
transducción! de! señales! mediadas! por! TCSs! (Capra( E.( J.( et( al,( 2012).( Esto!
podría! explicar! porque! las! HKs! tienen! secuencias! muy! variables! formando!
parte! de! la! conexión! α1Pα2.! Las! mutaciones! adaptativas! en! esta! área!
generarían! HKs! con! diferentes! conexiones! que! establecerían! las! diferentes!
direccionalidades!y!evitarían!la!interacción!HKPRR!incorrecta!tras!la!duplicación!
y!generación!de!un!nuevo!TCSs.!!
En!resumen,!las!HKs!poseen!un!mecanismo!de!catálisis!único!para!la!reacción!
de!autofosforilación,!presentando!residuos!muy!conservados!en! los!dominios!
CA!y!DHp!que!realizan!esta!reacción.!Pero!unido!a!esta!maquinaria!conservada,!
RESULTADOS!Y!DISCUSIÓN!1!
!
105!!
una! región! altamente! variable! que! conecta! las! dos! hélices! del! dominio! DHp!
aporta! la! flexibilidad! requerida! y! necesaria! para! permitir! la! presencia! de!
cientos!de!TCSs!diferentes!en!un!solo!organismo!con!funciones!específicas.!!
!
Contribución!
!
Mi!contribución!en!este!capítulo!de!la!Tesis!ha!recaído!en!la!generación!de!los!
mutantes!a!estudio!en!las!proteínas!HK853!y!EnvZ,!así!como!en!la!realización!
de! su! expresión! y! purificación.! Posteriormente,! he! realizado! los! ensayos! de!
autosforilación!y!de! ITC!necesarios!para! la! caracterización!del!mecanismo!de!
autofosforilación.! Por! otra! parte,! también! he! expresado! y! purificado! las!
proteínas! HK853,! HK853chim,! EnvZ,! EnvZchim,! OmpR! y! RR468! para! realizar! los!
ensayos!bioquímicos!de!autofosforilación!y!fosfotransferencia.!!!
!
Los! resultados! obtenidos! en! este! apartado! fueron! publicados! en! 2014! en! la!
revista!Nature!Communications!con!la!siguiente!referencia:!!
Casino!P.,!MiguelNRomero! L.! and!Marina!A.! “Visualizing!autophosphorylation!
in! histidine! kinases”.! Nature( Communications.( 5:3258!
doi:10.10387ncomms4258!(2014).!
! !
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1.2.N! ESTUDIO! DEL! MECANISMO! DE! DIMERIZACIÓN! EN! RRs!
CANÓNICOS!TRAS!SU!ACTIVACIÓN!POR!FOSFORILACIÓN.!!
La!transducción!de!la!señal!mediada!por!TCSs!desencadena!una!respuesta!por!
parte!de!la!célula.!Esta!respuesta!viene!determinada!por!la!activación!y!acción!
del!RR.!En!un!mecanismo!canónico,!la!HK!fosforila!al!RR!gracias!al!proceso!de!
fosfotransferencia.! La! fosforilación! del! RR! en! el! residuo! de! Asp,! orienta! las!
cadenas!laterales!de!un!residuo!de!Thr/Ser!en!β4!y!de!Tyr/Phe!en!β5!(Figura!14!
Introducción)( hacía! el! centro! activo! (Lukat( G.( S.( et( al,( 1991;( Appleby( J.( L.( y(
Bourret( R.( B.,( 1998).! Este!movimiento! de! activación! llamado!mecanismo! YPT!
cambia! la! superficie!α4β5α5!del! dominio!REC!del! RR!muy! conservada! en! los!
RRs,! permitiendo! la! homodimerización! a! través! de! esta! superficie.! Tras! su!
homodimerización,!un!70%!de!los!RRs!ejerce!su!función!efectora!uniéndose!al!
ADN! y! controlando! la! expresión! de! genes.!Uno! de! estos! RRs! canónicos! cuya!
función!efectora!es!la!regulación!de!genes!y!del!que,!a!pesar!de!existir!mucha!
información! bioquímica,! no! existe! información! estructural! sobre! su!
mecanismo!de!activación!y!dimerización,!es!el!RR!OmpR.!!
!
Por! ello,! en! esta! Tesis! Doctoral! se! obordó! el! estudio! cristalográfico! del! RR!
OmpR! tanto! del! dominio! REC! (OmpRREC)! como! de! la! proteína! completa!
(OmpRFL)!en!un! intento!por!obtener! información!acerca!de!su!mecanismo!de!
activación! como! RR! canónico.! En! la! bibliografía! ya! existía! información!
estructural!para!el!dominio!efector!de!este!RR!(PDB:1OPC).!!
1.2.1.N!Estudio!cristalográfico!del!RR!canónico!OmpRREC.!
La! cristalización! del! dominio! REC! del! RR! OmpR! se! abordó! en! ausencia! y!
presencia! del! fosfomimético! BeF3P! con! el! fin! de! obtener! la! forma! inactiva! y!
activa! del! RR.! La! adición! del! fosfomimético! producía! una! completa!
precipitación!del!RR,!la!cual!podía!revertirse!tras!la!adición!de!su!HK,!EnvZ!en!
un!ratio!1:1.!De!este!modo!se!obtuvieron!unas!placas!que!difractaron!a!3!Å.!Sin!
embargo,! estos! cristales! presentaban! twinning! y! gran! dificultad! para! su!
refinamiento.!Con!el!afán!de!obtener!nuevos!cristales,!se!realizó!una!variación!
de! la! relación!OmpR:EnvZ!que!evitara! la!precipitación!de!OmpR!utilizando! la!
menor! concentración! posible! de! EnvZ.! De! este! modo,! se! obtuvieron! unos!
cristales! con!morfología!de!varilla!en!una! relación!molar!1:3! (OmpRREC:EnvZ),!
con!OmpRREC!a!5mg/ml,!EnvZ!a!10mg/ml,!4mM!ADP,!7mM!MgCl2,!30mM!NaF!y!
5mM! BeSO4,! en! la! condición! 20%! 5/4! PO/OH,! 0,1M! MES! pH6,5! y! 0,3M!
tiocianato!sódico!(NaSCN).!!
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Los!cristales!de!OmpRREC!con!BeF3P!se!difractaron!en!la!línea!I03!del!sincrotrón!
DLS!y! la!estructura!se! resolvió!a!2!Å!de!resolución!mediante!SIRAS!utilizando!
para! ello! un! juego!de!datos! nativo! y! otro!derivado! con! SeMet! (Tabla! 2).! Los!
cristales!pertenecían!al!grupo!espacial!P21!y!contenían!8!moléculas!de!OmpRREC!
casi! idénticas! (RMSD! <0,5! Å! entre! las! moléculas)! con! unas! dimensiones! de!
celda!de!a=66,73!b=52,26!c=125,81!y!α=γ=90!β=26,81!(Tabla!2).!!
Tabla! 2.! Datos! de! difracción! y! estadísticas! del! refinado! para! OmpRREC.! En! paréntesis! se!
muestran!los!datos!para!el!intervalo!de!máxima!resolución.!
!
Las!ocho!moléculas!de!OmpRREC!se!organizan!en!forma!de!4!dímeros!tipo!4P5P5!
en!el!cristal,!de!manera!similar!a!otras!estructuras!de!RRs!activados,!como! la!
estructura!de!PhoBREC!con!BeF3P!(PDB:1ZES)!con!un!RMSD!entre!ambas!de!1!Å!
(Figura!16a).!La!presencia!del!BeF3P!induce!la!disposición!de!los!residuos!Thr83!
y!Tyr102!hacia!el!centro!activo,!indicando!su!activación!según!el!mecanismo!YP
T,!y! la!consiguiente!homodimerización!en!este!caso!tipo!4P5P5!a!través!de! las!
estructuras! secundarias! α4β5α5! (Figura! 16a).! El! hecho! de! que! no! se!
obtuvieran!cristales!con!el!RR!en!ausencia!de!BeF3P! incluso!a!la!concentración!
de! 12mg/ml! indica! la! inestabilidad! de! OmpRREC! tal! y! como! demuestran!
estudios!bioquímicos!previos!(Barbieri(C.(M.(et(al,(2013).!!!
OmpRREC'BeF3'
RECOGIDA)DE)DATOS) REFINADO)
))Línea)) i03$ ))Rwork/Rfree)(%)) 0,21/0,25$
))Grupo)espacial) P21$
))Dimensiones)de)la)celda) ))Nº)de)átomos)
))))))))))a,)b,)c)(Å)) 66,73,$52,28,$125,81$ )))))Proteína) 7$522$
)))))))))α,)β,)γ)(°)) 90,$26,81,$90$ )))))Ligando/ión) 16$
))Longitud)de)onda)(Å)) 0,9794$ )))))Agua) 247$
))Resolución)(Å)) 29,1601,94$(2,0501,94)$
))Rmerge)(%)) 0,068$(0,454)$ ))Factores)B)(Å))
))Rpim)(%)) 0,043$(0,293)$ )))))Cadena)principal) 18,37$
))Mean)I/δ)(I)) 13,6$(4,0)$ )))))Cadenas)laterales) 21,73$
))CompleTtud)(%)) 99,4$(97,6)$ )))))Todos)los)átomos) 20,83$
))Redundancia) 6,7$(6,5)$ ))Desviaciones)r.m.s.d.)
))Nº)de)reﬂexiones) 425$978/58$684$ ))Distancias)de)enlace) 0,009$
))(observadas/únicas)) (63$953/9$074)$ ))Ángulos)de)enlace) 1,34$
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Figura!16.!Estructura!de!OmpRRECNBeF3
N.!(a)Comparación!de!uno!de!los!dímero!de!OmpRREC!con!
BeF3
P!(coloreado!en!azul)!y!el!dímero!de!PhoBREC!con!BeF3
P!(PDB:1ZES)!(coloreado!en!naranja).!La!
representación!en!superficie!de!la!figura!corresponde!con!la!superficie!del!dímero!de!OmpRREC.!
(b)Detalle!del!centro!activo!de!uno!de!los!monómeros.!Las!hélices!α!aparecen!coloreadas!en!gris,!
las!hebras!β!en!amarillo!y!las!conexiones!en!naranja.!Las!distancias!entre!aquellos!átomos!que!
interaccionan!aparecen!como!líneas!discontinuas.!(c)Superposición!del!centro!activo!de!uno!de!
los!monómeros!de!OmpRREC!(coloreado!en!naranja)!y!de!PhoBREC!(PDB:1ZES)!(coloreado!en!azul).!
Las!cadenas! laterales!de! los! residuos!catalíticos!aparecen!representados!y! resaltadas!en!verde!
así! como! las! estructuras! secundarias! que! aparecen! en! la! figura.! El! nombre! de! los! residuos!
catalíticos!correspondientes!a!PhoBREC!aparecen!entre!paréntesis.!El!BeF3
P!aparece!representado!
en!verde!lima,!las!moléculas!de!agua,!Wat,(aparecen!representadas!como!esferas!rojas!y!el!ión!
Mg2+!como!una!esfera!gris.!!
!
Una!mirada!al! centro!catalítico!de!OmpRREC!muestra!que!su!conformación!es!
casi!idéntica!a!la!observada!en!el!RR!PhoB!(PDB:1ZES)!donde!una!molécula!de!
BeF3P! y! otra! de! Mg2+! aparecen! unidas! a! cada! monómero! (Figura! 16c)! y! las!
cadenas!laterales!de!los!residuos!Thr83/Tyr101!se!disponen!hacía!el!residuo!de!
Asp54.! La!molécula! de!BeF3P! interacciona! con! el! residuo! fosfoaceptor!Asp55,!
con!Asp11,!Thr83,!Lys105,!Met57!y!Ala84!así!como!con!el!ión!Mg2+!(Figura!16b).!
El! ión! Mg2+! por! su! parte! interacciona! con! la! molécula! de! BeF3P! y! con! los!
residuos!Asp55,!Asp12,!Met55!y!dos!moléculas!de!agua!(Figura!16b).!
Una!vez!analizada!la!estructura!de!OmpRREC!y!comprobado!como!su!activación!
por! fosforilación! y! posterior! dimerización! sigue! el! mecanismo! de! activación!
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característico! de! los! RRs! canónicos! con! dimerización! 4P5P5,! como! PhoB,! se!
continuó! con! el! estudio! cristalográfico! de! la! proteína! completa! (OmpRFL)! en!
presencia! de! sus! promotores! con! el! fin! de! aportar! información! acerca! de! la!
capacidad!efectora!de!la!proteína.!!
1.2.3.N!Estudio!cristalográfico!de!OmpRFL!con!sus!promotores.!
Existe!bastante!información!estructural!de!los!dominios!REC!de!los!RRs!que!se!
rigen!por!un!mecanismo!canónico!de!dimerización,!sin!embargo,!es!escasa! la!
información!estructural!sobre! la!disposición!que!adoptaban! los!dominios!REC!
del!RR!en!presencia!del!dominio!efector!de!unión!a!ADN!unido!a!su!promotor.!
Tan!sólo!se!disponía!de!los!dominios!efectores!unidos!o!no!a!su!ADN!(Li(Y.(C.(et(
al,(2014).(
!
Tras! la! obtención! de! la! estructura! OmpRREC,! y! debido! a! que! existen!muchos!
ensayos!bioquímicos!que!definían!muy!bien!las!cajas!de!unión!del!dímero!del!
RR! OmpR! completo! (OmpRFL)! con! sus! promotores! ompF! y! ompC( (HarrisonC
McMonagle( P.( et( al,( 1999;( Takeshi( Y.( et( al,( 2006),! decidimos! abordar! la!
cristalización!de!OmpRFL!unido!a!sus!promotores!ompF/ompC.(Otros!autores!ya!
habían!definido!que!los!promotores!ompF!y!ompC(tienen!4!y!3!cajas!de!unión!
al!dímero!de!OmpRFL!(F1P4!para!ompF!y!C1P3!para!ompC)!(Harlocker(S.(L.(et(al,(
1995;(Takeshi(Y.(et(al,(2006)((Figura!17).!La!afinidad!de!OmpRFL!es!mayor!por!el!
promotor! ompF! que! por! ompC.! Dentro! de! ompF! la! caja! F1! es! la! de! mayor!
afinidad!y!dentro!del!promotor!ompC!la!caja!C1!es!la!de!mayor!afinidad!(Figura!
17).!Cada!caja!está!compuesta!por!dos!sitios!de!unión!a!OmpR,!a!y!b,!(uno!para!
cada!monómero)!siendo!el!sitio!b!el!de!más!afinidad.!!
!
!
!
!
!
!
!
!
Figura!17.!Activación!de!los!genes!diana!ompF!y!ompC!de!OmpR.!Figura!adaptada!Yoshida(T.(et(
al,(2006.!Bajas!concentraciones!de!OmpR!fosforilado!(OmpRPP)!en!la!célula!activan!la!expresión!
de! la!porina!OmpF!debido!a! su!unión!con! las! cajas!de!alta!afinidad!F1!y!F2.!El! aumento!de! la!
concentración! de!OmpRPP! le! permite! unirse! a! cajas! de!menos! afinidad! como! la! caja! F4! en! el!
promotor!ompF,! que! reprimirá! la! expresión!de!OmpF,! y! a! las! cajas! C1,! C2! y! C3! del! promotor!
ompC! que! activarán! la! expresión! de! la! porina! OmpC.! Cada! caja! posee! dos! sitios! de! unión! a!
supported by recent structural studies of the dimerized N-terminal
domain of ArcA (20) and PhoB (21), suggesting an intriguing insight
into the role of phosphorylation and ubsequent interaction between
OmpR-P molecules through the N-terminal !4-"5-!5 region.
DNA-mediated Dimerization of OmpR-P—We previously showed
that certain substitution mutations in F1a completely abolished
OmpR-P binding to the mutated F1 fragments even if F1b was kept
intact, indicating that one OmpR-P molecule is unable to make a stable
complex with DNA (11). In the present study, we showed that only two
OmpR-P molecules bind to a 30-bp DNA f agment consisting of three
optimized binding subsites (F1bF1bF1b), indicating that OmpR-P
dimer formation is mediated by DNA.
This pair-wise binding of OmpR-P is not due to preformed OmpR-P
dimers that subsequently bind to DNA, because switching the order of
the a- and b-sites in F1 significantly reduced cooperativeOmpR-P bind-
ing to the F1bF1a-F2 fragment (Fig. 6E). It appears that OmpR-P dimer
formation occurs only on DNA such that the binding of an OmpR-P
molecule to the downstream (stronger) b-site assists binding of a second
OmpR-P molecule to the upstream (weaker) a-site. This DNA-medi-
ated OmpR-P dimer formation is highly cooperative and synergistic,
being mediated by interaction between the N-terminal domains (possi-
bly the !4-"5-!5 regions) of two OmpR-P molecules and the interac-
tion of the C-terminal domain of the second OmpR-P molecule with
DNA at the a-site. In this model, the C-terminal DNA-binding domains
are tandemly (or in a head-to-tailmanner) aligned onDNA,whereas the
N-terminal domains interact in a head-to-head manner as proposed by
Stock and co-workers (12, 18, 20, 21). Thus, the order of OmpR-P inter-
action with the two subsites appears to play a critical role in the forma-
tion of the most stable OmpR-P/DNA complex.
Significance of Hierarchical OmpR-P Binding in Reciprocal Gene Reg-
ulation of ompF and ompC—On the basis of the data presented, we
termed the two-b -two binding mechanism of OmpR-P to DNA as a
galloping model because this OmpR-P binding mode is similar to the
way the front and rear legs move when a horse gallops. The key feature
of this model is that according to hierarchical arrangement of OmpR-
P-binding sites at the regulatory elements, F1-F2-F3 and C1-C2-C3, six
OmpR-P molecules bind discontinuously (two-by-two) because a
downstream b-subsite in individual F and C sites serve as the primary
OmpR-P-binding site, and simultaneously a second OmpR-P molecule
binds to a weaker upstream a-subsite (Fig. 7A).
The tandem arrangement of two 10-bp sites is essential for two
OmpR-P molecules to form a stable complex with DNA. If both sites
have a weak affinity for OmpR-P, it severely reduces the binding of
OmpR-P to these sites, requiring a significantly high concentration of
FIGURE 7.Gallopingmodel forOmpR-Pbinding.A, model of themodeofDNAbindingby theOmpR-P. The details are described under “Discussion.” B, illustration of discontinuous
cooperativeOmpR-Pbinding to the regulatory regionofompF andompCpromoters; gallopingmodel. Theoval shape represents anOmpR-Pmolecule.OmpR-Pmoleculesbind in the
order depicted by the numberedmolecules and according to the gallopingmodel. F1, F2, F3, and F4 represent the regulatory region of the ompF promoter. C1, C2, and C3 represent
the regulatory region of the ompC promoter.
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OmpRFL!,!a!y!b,!(una!para!la!unión!de!cada!monómero).!
!
Para!abordar! la!cristalización!de!OmpRFL!con!sus!promotores,! inicialmente!se!
sintetizó! la!región!de!los!promotores!F1!(F1aPF1b)!y!C1!(C1aPC1b)!(Figura!17).!
Posteriormente! se! generaron! 7! oligonucleótidos! derivados! de! F1! (llamados!
F1.1PF1.7)! donde! las! cajas! a! y! b! del! sitio! de! unión! F1! se! mantienen,! y! la!
longitud!del!oligonucleótido!va!incrementándose!por!la!adición!de!nucleótidos,!
pertenecientes!al!propio!promotor,!a!ambos!lados!de!la!caja!(Figura!18).!!
!
Figura!18.!Ensayos!de!interacción!OmpRFL!con!derivados!de!ompC!y!ompF.!Ensayos!de!retardo!
en!gel!con!los!oligonucleótidos!derivados!de!ompC!(C1)!y(ompF!(F1.1,!F1.2,!F1.3,!F1.4,!F1.5,!F1.6,!
F1.7)!utilizando!concentraciones!crecientes!de!OmpRFL!(1,!2!y!20µM)!fosforilado,!con!50mM!de!
AcP,!y!sin!fosforilar.!La!concentración!de!oligonucleótido!usada!fue!1µM.!La!región!encuadrada!
en!la!secuencia!de!nucleótidos!de!cada!oligonucleótido!corresponde!con!los!sitios!a!y!b!de!unión!
de!OmpRFL.!
!
En! primer! lugar,! se! realizaron! ensayos! de! retardo! en! gel,! o! EMSA! del! inglés!
Electrophoretic( Mobility( Shift( Assay,( con! los! diferentes! oligonucleótidos! y!
OmpRFL!tanto!en!estado!no!fosforilado!como!fosforilado!(OmpRFLPP).!El!estado!
fosforilado! se! obtenía! incubando! OmpR! en! presencia! del! pequeño!
fosfodonador! acetil! fosfato! (AcP)! (Figura! 18).! Como! se! puede! observar,!
F1#
CCTTTACATTTTGAAACATCTACC !
GGAAATGTAAAACTTTGTAGATGG!
 !
C1#
CCTTTACTTTTGGTTACATATTCC !
GGAAATGAAAACCAATGTATAAGG!
 !
!
CCTTTACTTTTGGTTACATATTC!
 GAAATGAAAACCAATGTATAAGG!
F1.1#
CCTTTTACTTTTGGTTACATATTTCC !
GGAAAATGAAAACCAATGTATAAAGG!
 !
F1.2#
CCATTTTACTTTTGGTTACATATTTTCC !
GGTAAAATGAAAACCAATGTATAAAAGG!
 !
F1.3#
CCAATTTTACTTTTGGTTACATATTTTTCC !
GGTTAAAATGAAAACCAATGTATAAAAAGG!
 !
F1.4#
CCAATTTTACTTTTGGTTACATATTTTTC !
 GTTAAAATGAAAACCAATGTATAAAAAGG!
 !
F1.5#
CCAAATTTTACTTTTGGTTACATATTTTTTCC !
GGTTTAAAATGAAAACCAATGTATAAAAAAGG!
 !
F1.6#
OmpRFL'
OmpRFL'
OmpRFL'OmpRFL'
OmpRFL'
OmpRFL'
OmpRFL'
OmpRFL'
50mM%AcP% 0mM%AcP% 50mM%AcP% 0mM%AcP%
50mM%AcP% 0mM%AcP% 50mM%AcP% 0mM%AcP% 50mM%AcP% 0mM%AcP%
50mM%AcP% 0mM%AcP% 50mM%AcP% 0mM%AcP% 50mM%AcP% 0mM%AcP% 50mM%AcP% 0mM%AcP%
CCTAAATTTTACTTTTGGTTACATATTTTTTCCC !
GGATTTAAAATGAAAACCAATGTATAAAAAAGGG!
 !
F1.7#
OmpRFL'
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OmpRFLPP! se!une!al!ADN!en! todos! los! casos,! sin!embargo,! a! concentraciones!
muy!elevadas! (20µM)!OmpR!sin! fosforilar!es!capaz!de!unirse!a! los!diferentes!
oligonucleótidos!(Figura!18).!
!
Se! realizaron! diversos! intentos! de! cristalización! incubando! cada! uno! de! los!
oligonucleótidos! con! OmpRFL! en! una! relación! 1,2:1! (ADN:OmpR)! tanto! en!
estado!no!fosforilado!como!fosforilado.!No!se!obtuvieron!cristales!de!OmpRFL!
sin!fosforilar!en!presencia!de!los!diferentes!oligonucleótidos.!Para!mimetizar!el!
estado!fosforilado!de!OmpRFL!se!utilizó!BeF3P!lo!cual!provocaba!la!precipitación!
de!la!proteína!impidiendo!su!uso!en!cristalografía,!algo!que!también!ocurría!al!
fosforilar! OmpRFL! con! AcP! e! incluso! al! fosforilar! el! dominio! REC! de! esta!
proteína! como! se! ha! recogido! en! apartados! anteriores.! Este! hecho! no! sólo!
ocurre! con! el! RR! OmpR! sino! que! también! ha! sido! recogido! en! trabajos!
cristalográficos!posteriores!(Narayanan(A.(et(al,(2014).!Sin!embargo,!cuando!el!
regulador! se! fosforilaba! en! presencia! de! las! cajas! F1,! C1! o! sus! derivados,! la!
proteína!bien!no!precipitaba!o!tras!precipitar!volvía!a!solubilizarse,! indicando!
que! la! interacción! con! el! ADN! aumentaba! la! estabilidad! de! la! proteína!
impidiendo!su!agregación.!!
!
De! este!modo! se! obtuvieron! cristales! de! OmpRFL! a! 8mg/ml! en! presencia! de!
BeF3P! y!en!presencia!de! los!diferentes!oligonucleótidos! correspondientes!a! la!
caja! F1! y! 5! de! sus! derivados! (F1.1! y! F1.4PF1.7)! con! 3!morfologías! diferentes!
(Figura!19).! Los!primeros! cristales!obtenidos!difractaban!a!una! resolución!de!
10! Å! y! presentaban! una!morfología! romboide.! Estos! cristales! se! obtuvieron!
incubando! OmpRFL! con! BeF3P! en! presencia! de! las! cajas! F1! y! F1.1! y! en! unas!
condiciones!que!contenían!0,1M!Tris!pH8,5,!14%!glicerol,!6%PEG!10K,!100mM!
cloruro! sódico! y! 160mM! espermidina! (Figura! 19).! Posteriormente,! se!
obtuvieron!unos! cristales! con!una!morfología! similar! a! la! anterior! incubando!
con! la! caja! F1.6! y! en! unas! condiciones! similares! pero! sin! espermidina,! 0,1M!
Tris!pH8,5,!20%!glicerol,!10%PEG!10K!y!50mM!cloruro!sódico.!Con!la!caja!F1.6!
se! mejoró! ligeramente! la! resolución! de! la! difracción! llegando! a! 6.5! Å! pero!
seguía! siendo! insuficiente! para! la! obtención! de! la! estructura! del! complejo! a!
nivel!atómico!(Figura!19).!Los!cristales!que!rindieron!mejor!resolución,!6!Å,!se!
obtuvieron! con! las! cajas! F1.4! y! F1.5! en!presencia!de!0,1M!MES!pH6,5,! 0,2M!
acetato!magnésico!y!30%!glicerol!etoxilato.!Su!morfología!era!muy!diferente!a!
los!anteriores!presentando!forma!de!!agujas!(Figura!19)!y!crecían!en!un!grupo!
espacial!de!P622!con!un!tamaño!de!celda!de!a=b=168,07!c=173,29!y!α=β=90!
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γ=120.! Finalmente! con! la! caja! F1.7! se! obtuvieron! unos! cristales! hexaédricos!
con! 0,1M!de! acetato! sódico! pH4,5,! 20mM!de! cloruro! cálcico! y! 30%!MPD.!Al!
difractar! estos! cristales! el! patrón! de! difracción! no! correspondía! con! el!
esperado!para!un!cristal!proteico,!por!el!contrario,!correspondía!con!un!cristal!
de!ácido!nucleico.!Los!cristales!estaban!formados!únicamente!por!el!ADN!F1.7!
(Figura!19).!
Figura! 19.! Obtención! de! cristales! del! complejo! OmpRFL! con! el! promotor! ompF.! Cristales!
obtenidos! con! los! oligonucleótidos! F1,! F1.1,! F1.4,! F1.5,! F1.6! y! F1.7.! Su!morfología,! condición!
cristalográfica! en! la! crecieron! y! resolución! aparecen! recogidos! en! la! figura! para! cada! uno! de!
ellos,!así!como!el!patrón!de!difracción!de!los!cristales!formados!por!el!ADN!F1.7.!!
!
Se! realizaron! muchos! intentos! con! el! fin! de! mejorar! la! resolución! de! los!
cristales.!Se!utilizaron!diversos!“screenings”!de!aditivos!y!diversas!técnicas!de!
deshidratación,! como! la! incubación! del! cristal! en! presencia! de! altas!
concentraciones! de! sales,! incrementos! paulatinos! y! controlados! de!
precipitante!(Heras(B.(y(Martin(J.(L.,(2005;(Huang(Q.(y(Szebenyi(D.(M.,(2015),(o!
el!uso!del! !deshumidificador!HC1!en! la! línea! I02!del!sincrotrón!DLS! (SanchezC
Weatherby( J.( et( al,( 2009).! Sin! embargo,! nuestros! esfuerzos! no! fueron! útiles.!
Por! otra! parte,! intentamos! mejorar! los! cristales! utilizando! la! técnica! “drop!
ratio”! (Hampton! Research)! de! cambio! de! la! relación! complejo:solución! de!
cristalización!ya!que!el!problema!parecía!ser!una!mala!organización!interna!del!
cristal.! Esto! tampoco! mejoró! la! calidad! de! nuestros! cristales! impidiéndonos!
llegar!a!resolución!atómica.! 
!
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Discusión.!!
!
La! obtención! de! la! estructura! de! OmpRREC! mostraba! una! activación! por!
fosforilación!y!una!posterior!dimerización!tipo!4P5P5!canónica,!muy!similar!a!la!
obtenida!en!el!RR!PhoRREC,!característica!del!grupo!de!RR!tipo!OmpR/PhoB!del!
que! ambos! RRs! forman! parte.! Esta! estructura,! nos! impulsó! al! intento! de!
cristalización!del!RR!completo!en!complejo!con!sus!promotores,!ompF(y!ompC,(
que! nos! permitiera! obtener! más! información! acerca! de! la! disposición! que!
adopta!la!proteína,!y!en!algunos!casos!el!ADN,!cuando!el!RR!ejerce!su!función!
reguladora.! En! el! caso! de! los! RRs,! esta! información! es! especialmente!
importante! puesto! que! estas! proteínas! están! formadas! por! un! dominio! REC!
fosforilable!unido!por!una!conexión!larga!y!flexible!al!dominio!efector!de!unión!
al!ADN!(Figura!8!de!la!Introducción)!que!les!puede!permitir!adoptar!diferentes!
conformaciones!en!función!del!momento!en!la!transducción!de!la!señal!en!el!
que! se! encuentren.! Así,! existen! RRs! que! son! capaces! de! adoptar! una!
disposición! favorable!para! la! interacción!entre! los!dominios!REC!y!efector!en!
estado! inactivado,!que!difieren!de! la!disposición!que!adoptan!estos!dominios!
en!el!estado!activado!de!la!proteína.!Esta!peculiaridad!ocurre!en!el!RR!NarL!y!
otros!de!su!familia!ya!que!en!estado!no!fosforilado,!es!decir!como!monómero,!
el! dominio! REC! interacciona! con! el! dominio! efector! (Baikalov( I.( et( al,( 1996).(
Este!mecanismo,!que!también!ocurre!en!algunos!RRs!de!la!familia!OmpR/PhoB!
como!MtrA! (Barbieri( C.(M.( et( al,( 2010),(evitaría! la! activación! errónea!del! RR!
por!homodimerización!impidiendo!el!uso!de!la!superficie!α4β5α5!sin!que!haya!
habido! fosforilación! previamente,! e! impidiendo! con! ello! la! unión! a! su!
promotor.!!
!
Durante!el!transcurso!de!esta!Tesis!se!obtuvo!la!primera!estructura!de!un!RR!
completo,! KdpE,! unido! a! su! promotor! (Narayanan( A.( et( al,( 2014),! un! RR!
perteneciente!a!la!familia!de!RRs!OmpR/PhoB!con!un!dominio!efector!tipo!HTH.!
La! estructura!muestra! un!RR!no! fosforilado!que!ha! adquirido! una! estructura!
activada!capaz!de!homodimerizar!4P5P5!para!unirse!a!la!región!de!30!pares!de!
bases!que!forma!su!promotor.!
!
En!el! caso!del!RR!OmpR!y!de!otros!RRs!de! su!misma! familia,! como!PhoB,!ha!
existido!mucha!controversia!a!lo!largo!de!los!años!sobre!la!posibilidad!de!que!
éstos! RRs! puedan! unirse! a! sus! promotores! en! estado! no! fosforilado! o!
monomérico.! Algunos! autores! han! descrito! que! OmpR! era! capaz! de!
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interaccionar! en! forma!monomérica! con!uno!de! los!dos! sitios!que! forman! la!
caja! F1! (Takeshi( Y.( et( al,( 2006).! Pero! la! activación! del! gen!ompF! requiere! la!
unión! de! dos! moléculas! de! OmpR,! una! a! cada! sitio! de! unión! de! la! caja! F1,!
unión!factible!cuando!el!RR!está!en!su!forma!dimérica,!algo!que!ocurre!tras!su!
fosforilación.!Trabajos!más!recientes!del!laboratorio!de!la!Dra.!Stock!muestran!
como!OmpR!es!incapaz!de!unirse!a!su!promotor!como!monómero!puesto!que!
requiere!dimerizar!antes!de!unirse!al!promotor!(Barbieri(C.(M.(et(al,(2013).!Los!
ensayos!de! retardo!en! gel!muestran!que! altas! concentraciones!de!OmpR! sin!
fosforilar!es!capaz!de!unirse!a!la!caja!F1!del!promotor!ompF,!este!hecho!podría!
deberse!a!la!alta!concentración!del!RR!utilizada!en!estos!experimentos.(
!
Los! ensayos! de! cristalización! realizados! con! el! RR! OmpR,! tanto! la! proteína!
completa! como! el! dominio! REC,! nos! han! permitido! ver! claramente! como! la!
activación! de! la! proteína! tras! su! fosforilación! con! AcP! o! BeF3P! causa!
inestabilidad! en! la! proteína! y! requiere! de! la! interacción! con! su!HK! o! con! su!
promotor!para!mantenerse! soluble.!Esto!podría! significar!que! la! fosforilación!
de!OmpR!y!la!unión!a!su!promotor!debería!ocurrir!casi!instantáneamente!por!
lo!que!OmpR!necesita!mantenerse!cerca!de!su!HK,!EnvZ,!y!de!sus!promotores!
para! mantenerse! estable! tras! su! fosforilación.! Estudios! realizados! por! otros!
autores!localizan!a!OmpR!in(vivo(en!E.(coli!en!la!región!del!nucleoide!cerca!de!
la!membrana!donde!se!localiza!su!HK!EnvZ!(Yong(H.(F.(et(al,(2015).!!
!
El! análisis! estructural! sobre! el! mecanismo! de! activación! en! OmpR! ha!
demostrado! su! alta! homología! con! el! RR! de! E.( coli! ! PhoB,! tanto! en! el!
mecanismo!de!activación!por!fosforilación!como!a!su!posterior!dimerización!4P
5P5.!El!hecho!de!que!ambos!RRs!se!encuentren!en!el!mismo!organismo!junto!
con!otros!29!RRs!diferentes!y!que!no!se!conozcan!casos!de!heterodimerización!
entre!ellos,!remarca!la!enorme!especificidad!de!homodimerización!que!existe!
en!estas!proteínas.!Por!ello!se!ha!estudiado!más!a!fondo!la!especificidad!en!la!
homodimerización!de!los!RRs!en!el!siguiente!apartado!de!este!trabajo!de!Tesis.!
!
Contribución.!
!
Mi!contribución!personal!en!este!capítulo!de! la!Tesis!ha!sido!el!análisis!de! la!
estructura!de!OmpRREC!así!como!la!expresión!de!OmpRREC!y!OmpRFL,!el!diseño!
de! los!oligonucleótidos!utilizado!en!este!apartado,! los!ensayos!de!retardo!en!
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gel!o!EMSA!y! todas! las! técnicas!de! cristalogénesis! y!de!difracción!de! rayos!X!
utilizadas!con!OmpRFL!y!sus!promotores.!!
! !
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1.3.N!BÚSQUEDA!DE!LA!ESPECIFICIDAD!EN!LA!DIMERIZACIÓN!DE!OmpR!
Y!PhoB.!
De! acuerdo! al! PDB,! existe! un! alto! porcentaje! de! RRs! que! presentan!
homodimerización! tras! su! activación.! Dicha! homodimerización! explota!
habitualmente! la! superficie,! α4β5α5,! pero! las! estructuras! secundarias!
implicadas!en!la!formación!del!homodímero!difieren!dando!lugar!a!diferentes!
tipo! de! dimerización.!De! entre! estos,! la!más! estudiada! y! la! que! presenta! un!
mayor!número!de!RRs!es!la!dimerización!tipo!4P5P5.!Hasta!el!momento,!es!una!
incógnita!cómo!los!RRs!son!capaces!de!homodimerizar!utilizando!para!ello!un!
número!limitado!de!contactos,!sin!presentar!heterodimerización!con!RRs!de!la!
misma!familia!(Gao(R.(et(al,(2008),!como!ocurre!con!frecuencia!entre!factores!
de! transcripción! eucarióticos! para! aumentar! las! posibilidades! de! regulación!
(Reményi(A.(et(al,(2004).!!
!
La! obtención! de! la! estructura! de! OmpRREC! con! BeF3P! en! el! laboratorio,! y! su!
comparación! con! otras! estructuras! de! RRs! tipo! 4P5P5! activados,! como! PhoB,!
nos!hizo!plantearnos!la!gran!similitud!que!existen!en!ambas!estructuras!y,!sin!
embargo,!la!gran!especificidad!que!existe!en!su!proceso!de!homodimerización!
que! impide! la! formación!de!heterodímeros!entre! ambas.! Por! ello,! decidimos!
abordar!el!estudio!de!la!especificidad!en!la!homodimerización!con!los!RRs!que!
aparecen!en!el!PDB,!centrándonos!en!la!dimerización!tipo!4P5P5!mediante!una!
aproximación! computacional! y! posteriormente!mediante! una! estudio! in( vivo!
que!nos!permitiera!detectar!heterodimerización!entre!RRs.!!
1.3.1.N!Estudio!computacional!de!las!estructuras!de!RRs!existentes!en!
el!PDB.!!
Iniciamos!el!estudio!recopilando!la!información!estructural!que!se!encontraba!
disponible! en! la! base! de! datos! PDB! sobre! los! RRs! a! finales! de! 2013.! Estas!
estructuras!se!clasificaron!en!base!a!características!estructurales! interesantes!
como!el!estado!de!oligomerización!y!de!activación.!Para!la!clasificación!según!
su!estado!de!activación!se!tuvo!en!cuenta!la!disposición!hacía!el!centro!activo!
de!las!cadenas!laterales!de!los!residuos!del!dominio!REC!conservados!Thr/Ser!y!
Tyr/Phe,! mostrándonos! la! activación! de! la! proteína! según! el! mecanismo!
canónico!YPT.!Además!se!tuvo!en!cuenta!si! la!estructura!procedía!de!la!forma!
silvestre!de! la!proteína!o!de!una!forma!mutante!puntual,!si!representaba!tan!
solo!el! dominio!REC!o! incluía!otro! tipo!de!dominio/s! y! finalmente! la! especie!
bacteriana! a! la! que! pertenecía.! Un! resumen! de! éstas! y! otras! características!
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cristalográficas!como!su!código!PDB,!el!grupo!espacial!y!número!de!moléculas!
presente!en!la!unidad!biológica!se!recogen!en!la!tabla!3.!!
!
Se!obtuvieron!186!estructuras!de!RRs!de!las!cuales!30!no!pudieron!clasificarse!
debido!a!la!incapacidad!de!discernir!su!estado!de!activación/inactivación!o!su!
estado!oligomérico!en!la!unidad!biológica.!Del!total,!93!RRs!fueron!clasificados!
como! monoméricos,! de! los! cuales! un! 40%! (38! RRs)! presentaban! una!
conformación!activa!y!un!60%!(55!RRs)!inactiva!(Figura!20).!Dentro!de!los!RRs!
que!presentaban!estados!de!oligomerización! superiores,! 71!eran!dímeros!de!
los!cuales!21!dimerizaban!tipo!4P5P5,!4!RRs!mostraban!dimerización!tipo!4P5P5!
revertida,! 30!RRs! eran! tipo! 4P5,! 3! RRs! presentaban!dimerización! 5P5! y! 4! RRs!
eran!tipo!1P5!(Figura!20).!De!los!RRs!con!dimerización!4P5P5!aproximadamente!
un! 67%!estaban! activados! (14!RRs)! igual! porcentaje! que! forman! los! RRs! con!
dimerización! tipo! 5P5! activados! (2! RRs).! Finalmente! 1! RRs! dimerizaba! por!
“domain! swapping”! (Figura! 10! Introducción! y! Figura! 20)! y! 3! RRs! formaban!
estados!oligoméricos!superiores!!(trímeros!o!tetrámeros).!!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
Figura!20.! Distribución! de! las! estructuras! de! RRs! del! PDB! según! su! estado! de! activación.! El!
gráfico!circular!central!muestra! la!proporción!de!RRs!depositados!en!el!PDB!que!pertenecen!a!
cada!una!de! las!familias!en! las!que!se!dividen! los!RRs!según!su!estado!oligomérico.!El!número!
total!de!RRs!que!conforman!cada!grupo!aparece!en!cursiva!y!entre!paréntesis.!En! los!gráficos!
circulares! circundantes! se! representan! la! proporción! (%)! de! RRs! activos! existentes! para! cada!
familia!teniendo!en!cuenta!la!disposición!de!los!residuos!que!definen!el!mecanismo!YPT.!
!
!
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Dentro! de! los! 93! RRs! monoméricos! depositados! en! el! PDB,! 31!
(aproximadamente! 1/3! del! total)! pertenecen! al! RR! CheY! y! proceden! de!
diferentes!especies!o!mutantes!puntuales!del!mismo.!Del!mismo!modo!dentro!
del! grupo! de! RRs! con! dimerización! tipo! 4P5,! 18! de! los! 30! RRs! totales! son!
mutantes!del!RR!CheY!capaces!de!dimerizar!tipo!4P5!(un!60%!del!total).!Por!el!
contrario,!el!grupo!de!RRs!diméricos!tipo!4P5P5!es!uno!de!los!más!numerosos!y!
más! diversificados! puesto! que! lo! componen! 16! RRs! diferentes.! Por! ello,! y!
puesto!que!dentro!de!este!grupo!pertenecen!los!RRs!tipo!OmpR/PhoB!que!son!
los!más! conocidos,!decidimos! continuar!el! estudio! con!este!grupo!de!RRs,! el!
grupo!con!dimerización!4P5P5.!
1.3.2.N! Estudio! de! la! superficie! de! dimerización! α4β5α5! en! los! RRs!
tipo!4N5N5.!
De!las!21!estructuras!de!RRs!que!presentaban!homodimerización!tipo!4P5P5,!se!
eliminaron!del!estudio!las!7!estructuras!que,!como!las!formadas!por!el!RR!PleD!
(PDB:1W25,! 1WB4),! pertenecían! a! RRs! no! activados.! Finalmente! utilizamos!
para!el!estudio!14!estructuras!pertenecientes!a!11!reguladores!RRs!diferentes:!
PhoB! (PDB:1ZES),! ArcA! (PDB:1XHF! y! 1XHE),! MicA! (PDB:1NXS! y! 1NXW),! TorR!
(PDB:1ZGZ),! KdpE! (PDB:1ZH2! y! 1ZH4),! HP1043! (PDB:2PLN),! PhoP! (PDB:2PL1),!
DrrD! (PDB:3NNN),! DrrB! (PDB:3NNS),! PmrA! (PDB:3W9S)! y! la! proteína! no!
caracterizada! perteneciente! al! gen! CD630_32650! (PDB:2QZJ)! que! a! partir! de!
ahora!nombraremos!sólo!con!el!código!PDB,!2QZJ_!(Tabla!3).!Estas!estructuras!
correspondían!con!el!dominio!REC!de!la!proteína!y!eran!RRs!tipo!OmpR/PhoB!
cuyo!dominio!efector!es!capaz!de!unir!ADN!(Tabla!3).!!
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Tabla! 3.! Características! de! los! RRs! activados! con! dimerización! tipo! 4N5N5.! Los! 14! RRs! cuya!
estructura!depositada!en!el!PDB!corresponde!con!la!forma!activada!de!un!homodímero!tipo!4P5P
5!más!la!estructura!de!OmpR!resuelta!en!el!laboratorio,!se!representan!en!la!tabla.!Además!del!
código!PDB,!nombre!de!la!proteína!y!organismo!en!el!que!se!encuentran,!se!pueden!encontrar!
otras!características!estructurales!como!la!composición!de!moléculas!en!la!unidad!asimétrica!o!
el!grupo!espacial.!!
!
Para!los!RRs!ArcA,!KdpE!y!MicA,!de!los!cuales!se!disponía!de!dos!estructuras!de!
cada!uno!depositadas!en!el!PDB,!se!eligió! la!estructura!con!código!PDB:1XHF!
para! ArcA! debido! a! su!mayor! resolución,! la! estructura! con! código! PDB:1ZH4!
para! KdpE! debido! a! la! presencia! de! ligando! en! el! centro! catalítico! y! la!
estructura!con!código!PDB:1NXS!para!MicA.!Además,!a!estas!11!estructuras!se!
les! añadió! la! reciente! estructura! de! OmpR! resuelta! en! el! laboratorio.! Se!
estudiaron! todos! los! contactos! de! la! superficie! α4β5α5! que! mantenían! al!
homodímero!en!las!12!estructuras!de!RRs!mediante!el!programa!CONTACT!de!
la!interfaz!CCP4!(Winn(M.(D.(et(al,(2011).!!
!
Los!contactos!observados,!que!se!recogen!en!la!Tabla!2!del!Anexo!de!esta!Tesis,!
revelaron! por! una! parte! un! grupo! de! posiciones! que! presentaban! contactos!
NOMBRE CÓDIGO       PDB ORGANISMO ACTIVACIÓN Y/T UNIDAD ASIM. 
GRUPO         
ESPACIAL OBSERVACIONES
OmpR - Escherichia coli SI(Thr83/Tyr102) 4homodímero P21  BeF3
PhoB 1ZES Escherichia coli SI(Thr83/Tyr102) 1homodímero 1monómero P 43 21 2  BeF3
ArcA 1XHF Escherichia coli SI(Thr81/Phe105) 1 homodímero P 65 2 2  BeF3 (2,15Å)
MicA 1NXS  Streptococcus pneumoniae SI(Ser79/Tyr98) 1 homodímero C 2 2 21 pH 4.9. 
MicA 1NXW  Streptococcus pneumoniae SI(Ser79/Tyr98) 1 homodímero C 2 2 21
pH 5.1. Ácido acético en el centro activo. Misma 
conformación 1NXS
ArcA 1XHE Escherichia coli SI(Thr81/Tyr100) 1 homodímero P 65 2 2  Mg2+ y BeF3 (2,5Å)
TorR 1ZGZ Escherichia coli SI(Thr80/Tyr99) 2 homodímeros P 1 21 1  Glicerol y SO4-. Estructura resuelta con SelMet
KdpE 1ZH2 Escherichia coli SI(Ser79/Tyr98) 1 homodímero C 2 2 21 Ca1+
KdpE 1ZH4 Escherichia coli SI(Ser79/Tyr98) 1 homodímero C 2 2 21  BeF3 y Mg2+
HP1043 2PLN Helicobacter pylori SI(Ser75/Tyr94) 1 homodímero P 21 21 2
PhoP 2PL1 Escherichia coli SI(Thr79/Tyr98) 1 monómero P 64 Mg+2 y BeF3. Con Pt. Genera un dímero con moléculas simétricas
2QZJ_ 2QZJ Clostridium difficile SI(Thr82/Tyr101) 2 homodímeros P 41 21 2 Resuelta con SelMet
DrrD 3NNN Thermotoga maritima SI(Thr81/Tyr100) 1 homodímero P 43 21 2  BeF3 y Mg2+
DrrB 3NNS Thermotoga maritima SI(Thr78/Tyr97) 1 homodímero C 1 2 1  BeF3 y Mg2+
PmrA 3W9S  Klebsiella pneumoniae SI(Thr83/Tyr98) 1 homodímero P 41  BeF3 y Mg2+
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comunes! en! todos! los! RRs,! y! por! otra! una! serie! de! contactos! variables! o!
específicos! propios! de! cada! RR.! Los! contactos! comunes! se! localizaban! entre!
residuos!de!la!hebra!β5!y!el!final!de!la!hélice!α5!(Figura!21!y!ANEXO!Tabla!1).!
Por!el!contrario!los!contactos!más!variables!se!encontraban!entre!residuos!de!
la!hélice!α4!y!el!principio!de! la!hélice!α5! (Figura!21!y!ANEXO!Tabla!1).!Estos!
contactos! variables! podrían! dotar! de! especificidad! para! la! formación! del!
homodímero!y!por! lo!tanto!fueron!seleccionados!como!posiciones!relevantes!
para!su!estudio!(Figura!21).!!
Figura! 21.! Alineamiento! estructural! de! los! RRs! tipo! 4N5N5.! Alineamiento! estructural! con! el!
servidor! informático!PROMALS3D!(Pei( J.(y(Grishin(N.(V.,(2014)!de! las!estructuras!de! los!12!RRs!
con!dimerización!tipo!4P5P5!usados!en!el!estudio.!El!nombre!y!código!PDB!de!cada!RR!aparece!a!
la! izquierda! del! alineamiento.! Los! residuos! que! forman! parte! de! las! hélices! α! aparecen!
coloreados!en!rojo!mientras!que!los!que!forman!las!hebras!β!aparecen!en!azul.!Los!sombreados!
verdes! marcan! los! residuos! que! intervienen! en! las! interacciones! comunes! del! tipo! de!
dimerización!4P5P5!mientras!que!los!sombreados!amarillos!marcan!los!residuos!que!forman!las!
interacciones!más! variables! entre! los! RRs.! Los! asteriscos!marcan! las! cinco! posiciones! elegidas!
como!claves!en!la!especificidad.!
!
Inspeccionando!estos!contactos!variables,!se!observó!como!el!primero!de! los!
residuos! que! formaba! cada! contacto! se! localizaba! siempre! en! la! misma!
posición! de! la! hélice! α4,! sin! embargo,! el! segundo! de! los! residuo! ocupaba!
posiciones!muy! variables! en! la! hélice!α5! (Figura! 17! y! ANEXO! Tabla! 1).! Eran!
cinco! las! posiciones! de! los! residuos! en! la! hélice! α4! que! formaban! estos!
α1 α2 β1 β2 β3 α3 
β4 α4 β5 α5 
OmpR%
2QZJ%
3W9S_PmrA%
1ZH4_KdpE%
2PL1_PhoP%
3NNN_DrrD%
1NXS_MicA%
1ZES_PhoB%
1ZGZ_TorR%
1XHF_ArcA%
3NNS_DrrB%
2PLN_HP1043%
OmpR%
2QZJ%
3W9S_PmrA%
1ZH4_KdpE%
2PL1_PhoP%
3NNN_DrrD%
1NXS_MicA%
1ZES_PhoB%
1ZGZ_TorR%
1XHF_ArcA%
3NNS_DrrB%
2PLN_HP1043%
OmpR_SeMet_dimero.pdb_cha    1  ---AYKILVVDDDMRLRALLERYLTEQGFQVRSVANAEQMDRLLTRESFHLMVLDLMLPGEDGLSICRRL   67 
2qzj_chainA_p011             1  ---QTKILIIDGDKDNCQKLKGFLEEKGISIDLAYNCEEAIGKIFSNKYDLIFLEIILSDGDGWTLCKKI   67 
3w9s_chainA_p010             1  -----KILVIEDDALLLQGLILAMQSEGYVCDGVSTAHEAALSLASNHYSLIVLDLGLPDEDGLHFLSRM   65 
1zh4_chainA_p003             1  ---MTNVLIVEDEQAIRRFLRTALEGDGMRVFEAETLQRGLLEAATRKPDLIILDLGLPDGDGIEFIRDL   67 
2pl1_chainA_p009             1  ----MRVLVVEDNALLRHHLKVQIQDAGHQVDDAEDAKEADYYLNEHIPDIAIVDLGLPDEDGLSLIRRW   66 
3nnn_chainA_p005             1  ---NVRVLVVEDERDLADLITEALKKEMFTVDVCYDGEEGMYMALNEPFDVVILDIMLPVHDGWEILKSM   67 
1nxs_chainA_p004             1  ----KKILIVDDEKPISDIIKFNMTKEGYEVVTAFNGREALEQFEAEQPDIIILD-LPE-IDGLEVAKTI   64 
1zes_chainB_p001             1  ----RRILVVEDEAPIREMVCFVLEQNGFQPVEAEDYDSAVNQL--NWPDLILLDWMLPGGSGIQFIKHL   64 
1zgz_chainA_p007             1  ---PHHIVIVEDEPVTQARLQSYFTQEGYTVSVTASGAGLREIMQNQSVDLILLDINLPDENGLMLTRAL   67 
1xhf_chainA_p002             1  --QTPHILIVEDELVTRNTLKSIFEAEGYDVFEATDGAEMHQILSEYDINLVIMDINLPGKNGLLLAREL   68 
3nns_chainA_p006             1  --MMWKIAVVDDDKNILKKVSEKLQQL-GRVKTFLTGEDFLND--EEAFHVVVLDVMLPDYSGYEICRMI   65 
2pln_chainA_p008             1  PRGSMRVLLIEKNSVLGGEIEKGLNVKGFMADVTESLEDGEYLMDIRNYDLVMVSDK----NALSFVSRI   66 
 
 
 
 
 
OmpR_SeMet_dimero.pdb_cha   68  RSQS--NPMPIIMVTAKGEEVDRIVGLEIGADDYIPKPF-NPRELLARIRAVLRR---  119 
2qzj_chainA_p011            68  RNV---TTCPIVYMTYINEDQSILNALNSGGDDYLIKPL-NLEILYAKVKAILRRMNS  121 
3w9s_chainA_p010            66  RREK--MTQPVLILTARDTLEDRISGLDTGADDYLVKPF-ALEELNARIRALLR----  116 
1zh4_chainA_p003            68  RQW---SAVPVIVLSARSEESDKIAALDAGADDYLSKPF-GIGELQARLRVALRRHSQ  121 
2pl1_chainA_p009            67  RSND--VSLPILVLTARESWQDKVEVLSAGADDYVTKPF-HIEEVMARMQALMRRNSQ  121 
3nnn_chainA_p005            68  RESG--VNTPVLMLTALSDVEYRVKGLNMGADDYLPKPF-DLRELIARVRALIRR---  119 
1nxs_chainA_p004            65  RKT---SSVPILMLSAKDSEFDKVIGLELGADDYVTKPF-SNRELQARVKALLRRSQ-  117 
1zes_chainB_p001            65  KRESMTRDIPVVMLTARGEEEDRVRGLETGADDYITKPF-SPKELVARIKAVMRR---  118 
1zgz_chainA_p007            68  RER---STVGIILVTGRSDRIDRIVGLEMGADDYVTKPL-ELRELVVRVKNLLWRIDQ  121 
1xhf_chainA_p002            69  REQ---ANVALMFLTGRDNEVDKILGLEIGADDYITKPF-NPRELTIRARNLLSRTM-  121 
3nns_chainA_p006            66  KETR--PETWVILLTLLSDDESVLKGFEAGADDYVTKPF-NPEILLARVKRFLER---  117 
2pln_chainA_p008            67  KEKH--SSIVVLVSSDNPTSEEEVHAFEQGADDYIAKPYRSIKALVARIEARLR----  118 
* ** **
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contactos! (Figura! 21)! por! lo! que! decidimos! definirlas! como! posiciones:! 1!
(correspondiente! con! el! residuo! 88! de! PhoB),! 2! (residuo! 91! de! PhoB),! 3!
(residuo!92!de!PhoB),!4!(residuo!95!de!PhoB)!y!5!(residuo!96!de!PhoB)!(Figura!
22).!!
Dado!que!nuestro!objetivo!era!descifrar!cuales!de!estos!contactos!dotaban!de!
especificidad!al!homodímero!y!habiendo!detectado!cinco!posiciones!claves!en!
la! hélice! α4! posiblemente! involucradas! en! aportar! dicha! especificidad,!
decidimos! evaluar! la! contribución! de! dichas! posiciones! en! este! proceso!
mediante!la!realización!de!mutagénesis!aleatoria!en!estas!5!posiciones.!
1.3.3.N!Mutagénesis! aleatoria! de! las! cinco! posiciones! claves! para! la!
homodimerización!en!phoB.!
Para!abordar!este!estudio!decidimos!utilizar!los!RRs!PhoB!y!OmpR,!que!son!los!
RRs!prototipo!y!dan!nombre!a!la!familiar!OmpR/PhoB!más!abundante!de!RRs.!
Con! la! idea! de! no! imponer! ningún! tipo! de! restricción! en! el! estudio! de! la!
contribución! de! las! 5! posiciones! seleccionadas! en! base! a! los! datos!
estructurales,!se!decidió!mutar!a!todas!ellas!aleatoriamente!sobre!el!RR!PhoB.!
Realizamos! los! experimentos! de! mutagénesis! en! la! proteína! formada!
exclusivamente!por!el!dominio!REC!porque!nos!permitía!utilizar!un!sistema!de!
seguimiento! in( vivo( basada! en! el! segundo! de! los! RRs! a! estudio,! OmpR,!
utilizando!un!gen!reportero!regulado!por!el!promotor!controlado!por!dicho!RR.! 
!
Para! generar! la! batería! de! mutantes! que! incluyera! todas! las! posibles!
combinaciones!de!los!20!diferentes!aminoácidos!en!las!5!posiciones!a!estudio!
(205!combinaciones)!se!utilizó!una!aproximación! llamada!TRIM!(del! inglés!TriC
nucleotide( Technology).! Con! esta! técnica! se! elige! un! único! triplete! de!
nucleótidos! codificador! de! cada! uno! de! los! 20! residuos! y! se! generan!
mutaciones! aleatorias! del! triplete! completo,! en! nuestro! caso,! en! las! cinco!
posiciones!elegidas!en!phoB! (Figura!22).!El! triplete!elegido!para!cada!residuo!
es!el!más!representado!en!la!cepa!E.(coli(a!la!que!pertenece!los!RRs!a!estudios!
y!que!usaremos!para!el!desarrollo!de!los!experimentos.!!
!
Todas!estas!posibles!combinaciones!fueron!sintetizadas!generando!una!librería!
de! plásmidos! con! 3,2x106!mutantes! diferentes! formados! por! la! combinación!
de! los! 20! posibles! residuos! en! las! 5! posiciones! elegidas,! 205.! El! plásmido!
utilizado! para! desarrollar! la!mutagénesis! fue! el! plásmido! inducible! por! IPTG!
pPROEXPHTa_Kan.!
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Figura! 22.! Posiciones! nucleotídicas! y! proteicas! objeto! de! mutagénesis! en! PhoBREC.!
Superposición!de!la!secuencia!nucleotídica!y!proteica!del!dominio!REC!de!PhoB.!Las!estructuras!
secundarias! que! lo! forman! aparecen! representadas! en! la! parte! inferior! de! las! secuencias.! El!
residuo!de!Asp! fosfoaceptor! y!el! triplete!de!nucleótidos!que! lo! codifica!aparece! coloreado!en!
rojo.!Las!posiciones!elegidas!para!la!mutagénesis!aleatoria!aparecen!marcadas!y!numeradas!en!
colores.!!
!
1.3.4.N!Aproximación!biológica!en!el!estudio!de!la!heterodimerización!
entre!PhoB!y!OmpR.!
Para!analizar!la!capacidad!de!heterodimerización!de!los!RRs!PhoB!y!OmpR,!se!
utilizó!un!sistema!in(vivo!basado!en!el!funcionamiento!del!TCS!EnvZPOmpR.!En!
E.( coli! existe! una! concentración! basal! de! OmpR! fosforilado! (OmpRPP)! en! las!
células,!aproximadamente!un!5%! (Barbieri(C.(M.(et(al,(2013),!que!permite!su!
unión!al!promotor!del!gen!ompF,!por!el!que!tiene!alta!afinidad,!para!activar!la!
expresión! de! la! porina! OmpF! (Figura! 17).! En! condiciones! osmóticas! altas,! el!
TCS! EnvZPOmpR! se! activa! aumentando! la! concentración! de! OmpRPP.! El!
aumento! de! OmpRPP! le! permite! unirse! a! otros! promotores! por! los! que!
presenta!una!menor!afinidad,! como!el!del!gen!ompC!o! incluso!a!promotores!
lejanos!de!ompF!que!reprimirán!la!expresión!de!la!porina!OmpF,!y!permitirán!
la! expresión! preferencial! de! la! porina! de! menor! tamaño! OmpC! (Figura! 17)(
(Harlocker(S.(L.(et(al,(1995;(Yoshida(T.(et(al,(2006;(Libby(E.(A.(et(al,(2010).!
!
En!el!laboratorio!del!Dr.!Goulian,!en!el!Instituto!para!Medicina!e!Ingeniería!de!
la!Universidad!de!Pennsylvania!en!Philadelphia,!desarrollaron!la!cepa!MDG131!
(Batchelor(E.( y(Goulian(M.,(2003).! Esta! cepa!deriva!de! la! cepa!MC4100!de!E.(
coli!y!tiene,!insertado!en!su!genoma,!los!reporteros!fluorescentes!YFP!(Yellow(
     1 - ATGGCGAGACGTATTCTGGTCGTAGAAGATGAAGCTCCAATTCGCGAAATGGTCTGCTTCGTGCTCGAACAAAATGGCTTT- 81  
     1 - M  A  R  R  I  L  V  V  E  D  E  A  P  I  R  E  M  V  C  F  V  L  E  Q  N  G  F  - 27  
 
     
     
    82 - CAGCCGGTCGAAGCGGAAGATTATGACAGTGCTGTGAATCAACTGAATGAACCCTGGCCGGATTTAATTCTCCTCGACTGG- 162  
    28 - Q  P  V  E  A  E  D  Y  D  S  A  V  N  Q  L  N  E  P  W  P  D  L  I  L  L  D  W  - 54  
 
    
 
   163 - ATGTTACCTGGCGGCTCCGGTATCCAGTTCATCAAACACCTCAAGCGCGAGTCGATGACCCGGGATATTCCAGTGGTGATG- 243  
    55 - M  L  P  G  G  S  G  I  Q  F  I  K  H  L  K  R  E  S  M  T  R  D  I  P  V  V  M  - 81  
 
 
    
 
   244 - TTGACCGCCAGAGGGGAAGAAGAAGATCGCGTGCGCGGCCTTGAAACCGGCGCGGATGACTATATCACCAAGCCGTTTTCG- 324  
    82 - L  T  A  R  G  E  E  E  D  R  V  R  G  L  E  T  G  A  D  D  Y  I  T  K  P  F  S  - 108  
 
    
 
   325 - CCGAAGGAGCTGGTGGCGCGAATCAAAGCGGTAATGCGCCGT- 369  
   109 - P  K  E  L  V  A  R  I  K  A  V  M  R  R  - 122  
α1#
α2#
β1#
β2# β3#
α3#
β4# α4# β5#
α5#
1 2 3 4 5
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Fluorescence( Protein)! y! CFP! (Cyan( Fluorescence( Protein)! cuya! expresión! está!
controlada! por! los! promotores! de! los! genes! ompF! y! ompC! respectivamente!
(Figura!23).!!
!
!
!
!
Figura!23.! Expresión!genes! reporteros!en! la! cepa!MDG131.!Figura!adaptada!de!Batchelor(E.(y(
Goulian(M.,(2003.!Construcción!génica!con!los!genes!reporteros!yfp!y!cfp!introducidos!en!E.(coli!
para! formar! la! cepa!MDG131.! La! especie! de!OmpRPP! se! une! con!mayor! afinidad! al! promotor(
ompF! por! lo!que!a! concentraciones!bajas!de!OmpRPP! se!activa! la!expresión!de( yfp,! cuando! la!
concentración!de!OmpRPP!aumenta!se!une!a!ambos!promotores,!ompF!y(ompC,!provocando!la!
represión!de(yfp!y!la!expresión!de!cfp.!
!
Este!sistema!desarrollado!en!el!laboratorio!del!Dr.!Goulian,!permite!evaluar!in(
vivo!la!activación!del!TCS!EnvZPOmpR!en!E.(coli.!Cuando!el!TCS!EnvZPOmpR!está!
inactivo,!hay!una!pequeña!cantidad!basal!de!OmpRPP!en!la!célula!que!se!une!al!
promotor!de!alta!afinidad!ompF!y!permite!la!expresión!del!reportero!YFP!cuya!
emisión!de!fluorescencia!es!detectable!a!527nm!tras!excitarlo!a!505nm!(Figura!
24a).! El! aumento! de! la! concentración! de! sacarosa! en! el! medio! de! cultivo!
incrementa! la! presión! osmótica! y! activa! el! sistema! EnvZPOmpR! aumentando!
con!ello! la!concentración!de!OmpRPP! lo!que!permite! la! represión!de!YFP!y! la!
expresión!de!CFP!detectable!a!475nm!tras!excitar!a!434nm!(Figura!24a).!!
!
Para! testar! el! correcto! funcionamiento! del! sistema! in( vivo! reprodujimos! los!
experimentos! realizados! por! el! laboratorio! del! Dr.! Goulian! (Batchelor( E.( y(
Goulian(M.,(2003)! (Figura!24b)!en! los!que!crecimos! la!cepa!MDG131!durante!
6h! con! diferentes! concentraciones! de! sacarosa! (0,5%! y! 15%)! y! medimos! la!
fluorescencia!emitida!por!los!reporteros!YFP!y!CFP!(Figura!24b).!
potentially a source of background noise, which could
interfere with proper signal transduction. In this case, one
might expect such two-component systems to possess
design features that provide additional protection or
insulation against inappropriate cross-phosphorylation to
ensure faithful information transfer.
To study the mechanisms that provide insulation
between two-component systems, we examined cross-
talk between the EnvZ–OmpR and CpxA–CpxR systems
in Escherichia coli. We chose this pair because they share
considerable sequence similarity and both are reasonably
well-characterized. In addition, a cytoplasmic fragment of
CpxA has previously been shown to cross-talk to OmpR in
vitro (Skerker et al., 2005). The histidine kinase CpxA can
be stimulated by conditions associated with cell-envelope
stress, e.g. by some misfolded periplasmic proteins or
from certain chemical and physical perturbations of the
environment. The response regulator CpxR regulates a
variety of genes, some of which are secreted proteins that
help to fold or degrade misfolded proteins in the periplasm
(Raivio, 2005; Ruiz and Silhavy, 2005; Dorel et al., 2006).
The biological significance of the EnvZ–OmpR system
is less well-understood. The histidine kinase EnvZ is
often described as an osmosensor, although the con-
nection between osmolarity and EnvZ stimulation is not
understood. In E. coli, the response regulator OmpR con-
trols transcription of a diverse set of genes, including the
genes for the outer membrane porins OmpC and OmpF
(Forst and Roberts, 1994; Hoch and Silhavy, 1995; Slauch
and Silhavy, 1996; Egger et al., 1997).
We examined the ability of CpxA to cross-talk to OmpR
in various mutants by inferring relative levels of OmpR
phosphorylation from porin transcription and by imaging
OmpR–YFP colocalization with porin promoters in live
cells. Our results suggest that there are two mechanisms
that provide protection or insulation against OmpR phos-
phorylation by CpxA, which are mediated by EnvZ and
CpxR, the cognate partners of the cross-talking pair. We
also show that the insulation leads to mutational buffering,
i.e. it strongly masks the effects of mutations in cpxA that
would otherwise lead to increased cross-talk from CpxA
to OmpR.
Results
Cross-talk from CpxA to OmpR in the absence of EnvZ
and CpxR
To explore cross-talk from CpxA to OmpR, we used
strains that contained chromosomal operon fusions of yfp
to ompF and cfp to ompC (Batchelor and Goulian, 2003;
Batchelor et al., 2004). Fluorescence of yellow fluores-
cent protein (YFP) and cyan fluorescent protein (CFP)
were taken as measures of ompF and ompC expression
respectively. Low levels of OmpR-P activate transcription
of ompF, while high levels of OmpR-P repress ompF
and activate ompC (Slauch and ilhavy, 1989; Forst
et al., 1990; Russo and Silhavy, 1991; Lan and Igo, 1998)
(Fig. 1). Thus, YFP and CFP fluorescence serve as useful
measures to infer changes in OmpR phosphorylation at
Envelope
stress, ..
Osmolarity?,
procaine...
BA PompF
PompC
ompF yfp
ompC cfp
OmpR-P
OmpR
EnvZ
CpxR
CpxA
?
F
lu
o
re
sc
en
ce
YFP
CFP
OmpR-Plow high
Fig. 1. Schematic of the EnvZ–OmpR and CpxA–CpxR two-component systems and porin transcriptional reporters.
A. The histidine kinases CpxA and EnvZ control the phosphorylation states of the response regulators CpxR and OmpR respectively.
The dashed line denotes potential cross-phosphorylation (cross-talk) from CpxA to OmpR. CpxA can be stimulated by perturbations to
the cell envelope arising from, for example, misfolding of some proteins in the periplasm. EnvZ s reputed to b an osmosensor, although
the connection between EnvZ activation and extracellular osmolarity is not understood. In addition, EnvZ can be stimulated by the lipophilic
compound procaine.
B. Strains containing chromosomal operon fusions of yfp to ompF and cfp to ompC provide a readout of porin transcription. A low level
of OmpR-P leads to activation of ompF transcription while a high level leads to repression of ompF and activation of ompC.
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Figura! 24.! Sistema! in! vivo! de! detección! del! TCS! EnvZNOmpR.! (a)Representación! del!
funcionamiento!de! la!expresión!de! los! reporteros! fluorescentes!en! la!cepa!MDG131!explicado!
en! el! texto.! (b)Cuantificación! de! la! activación! del! sistema! EnvZPOmpR! con! concentraciones!
crecientes!de!sacarosa!en!el!medio!mediante! la!medición!de! la! fluorescencia!de!YFP!y!CFP.!La!
figura!de! la! izquierda!recogida!en!Batchelor(E.(y(Goulian(M.,(2003,(muestra!el! funcionamiento!
del!sistema!usando!un!Aminco!Bowman!SLM!8100!espectroPfluorímetro!(Jobin!Yvon,!Edison,!NJ)!
y!la!figura!de!la!derecha!muestra!la!repetición!del!experimento!en!nuestro!laboratorio!usando!el!
fluorímetro!Wallac!1420!Victor2!(Perkin!Elmer).!
!
Se!comprobó!que!la!detección!de!la!fluorescencia!emitida!por!la!proteína!CFP!
era!mucho!más!baja!que! la!emitida!por! la!proteína!YFP.!Esto!podría!deberse!
bien! a! una! ligera! diferencia! entre! los! filtros! de! emisión! de! CFP! usados! en!
ambos!laboratorios!o!a!la!proximidad!de!los!espectros!de!emisión!de!YFP!y!de!
excitación!de!CFP!que!podría! interferir!en! la!detección!de!CFP.!Finalmente!se!
decidió! utilizar! únicamente! la! medida! de! fluorescencia! emitida! por! YFP!
(excitación!490nm!y!emisión!535nm).!Usando!esta!medida!y!manteniendo!el!
TCS! inactivado! (0%! sacarosa)! podía! detectarse! la! máxima! señal! de!
fluorescencia! emitida! por! la! proteína! YFP! correspondiente! con! la! unión! del!
OmpR! endógeno! (OmpRFL_endo)! basal! fosforilado! al! promotor!ompF.! Con! este!
sistema! reportero! podríamos! evaluar! como! OmpR! fosforilado! se! unía! a! su!
promotor! de!manera! basal.! Además,! el! sistema! también! permitía! evaluar! si!
algún!otro!RR! interaccionaba! con!OmpR,! ya!que! la! heterodimerización!entre!
ambos! impediría! la! unión! del! dímero! de! OmpR! al! promotor! ompF! y! se!
detectaría!una!disminución!en!la!fluorescencia!YFP.!
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model, i.e., [OmpR]T !! [EnvZ]T, it is straightforward to derive
for the steady-state concentration of [OmpR-P] (see Supporting
Text for more details):
"OmpR-P#! 1
2
$Ct" Cp" "OmpR#T%
# 1
2
!$Ct" Cp" "OmpR#T%2# 4Cp"OmpR#T
" . . . , [1]
where the constants Ct and Cp are given by
Ct!
k&k$kt" k#1%
ktk1
!
k&k
kt
KMt, Cp!
kk$kp" k#2%
kpk2
!
kk
kp
KMp,
and . . . denotes terms that are small when [EnvZ]T"[OmpR]T is
small. KMt and KMp are the Michaelis constants for the phospho-
transfer and phosphatase reactions, respectively. Thus, to leading
order in the limit [OmpR]T !! [EnvZ]T, the circuit output,
[OmpR-P], is independent of [EnvZ]T. Within the context of this
model, the fact that the histidine kinase EnvZ is in much lower
abundance comparedwith the response regulatorOmpRmakes the
circuit output robust with respect to variations in [EnvZ]T.
If we assume that [OmpR]T is not only much greater than
[EnvZ]T but also much greater than the concentrations Ct and
Cp, Eq. 1 simplifies to (see Supporting Text for more details as
well as a simple alternative derivation):
"OmpR-P#! Cp" . . . , [2]
where . . . denotes terms that are small when [EnvZ]T"
[OmpR]T, Cp"[OmpR]T, and Ct"[OmpR]T, are small. Thus, in
this limit the circuit output is robust with respect to variations in
[OmpR]T as well. Interestingly, the model predicts that in this
limit [OmpR-P] is also independent of the phophotransfer rate
constants kt, k1, and k&1.
To summarize the results of our analysis, for the model depicted
in Fig. 1 the steady-state level ofOmpR-P in general depends on the
concentrations of EnvZ andOmpR. However, when the amount of
EnvZ in the cell is much less than the amount of OmpR, which is
the case in E. coli (37, 38), the steady-state level of [OmpR-P] is
approximately independent of the concentration of EnvZ. Thus the
output of the circuit will be insensitive to variations in the expression
level of EnvZ within a range such that EnvZ is less abundant than
OmpR. In addition, if the total amount of OmpR is much larger
than the concentrations Ct and Cp, which are related to the
Michaelis constants for the phosphotransfer and phosphatase re-
actions, respectively, then the level of [OmpR-P] is also approxi-
mately independent of the total amount of OmpR.
Construction of Two-Color Fluorescent Reporter Strains. Ideally, to
test the predictions of the model described above, we would like
to measure directly [OmpR-P]. Unfortunately, at present we do
not have a means to reliably quantify the extent of OmpR
phosphorylation in cultures. We therefore used the relative
transcription of ompF and ompC as an indirect measure of
changes in the level of OmpR-P. To rapidly and accurately
quantify the transcription of ompF and ompC with as little
disruption of the EnvZ"OmpR circuit as possible, we con-
structed strains that contain chromosomal transcriptional (oper-
on) fusions of the gene for CFP (cfp) to ompC and the gene for
YFP (yfp) to ompF. A promoterless cfp with a ribosome-binding
site was integrated into the chromosome at the ompC locus after
the ompC stop codon and before the ompC transcription termi-
nation signal. In the same strain, a promoterless yfp with a
ribosome-binding site was also inserted in the chromosome after
the ompF stop codon and before the ompF transcription termi-
nator. The resulting strain, MDG131, shows similar porin os-
moregulation to the parental strain MC4100 (Fig. 2). There
appears to be a small decrease in the level of porin expression
for MDG131 relative to MC4100, which may be a result of a
decrease in the mRNA stability of the transcriptional fusions.
We have not observed any significant difference in growth rate
between MDG131 and MC4100. For cultures grown in minimal
media, background autofluorescence, as judged by cultures of
the parental strain MC4100, was negligible in both fluorescence
channels (data not shown). In addition, for cultures of MDG131
we have not been able to detect YFP fluorescence emission when
exciting CFP at 434 nm (data not shown), and thus do not detect
any resonance energy transfer between CFP and YFP. Fluores-
cence measurements of MDG131 cultures grown in varying
concentrations of sucrose show an increase in CFP fluorescence
and a decrease in YFP fluorescence with increasing osmolarity
(Fig. 3).
The strain MDG131 and its derivatives possess a number of
advantages over many of the frequently used $-galactosidase
reporter strains. Both the ompF and ompC genes remain intact
in MDG131, which avoids potential changes in cell physiology
caused by loss of one of the porins. In addition, f luorescence
measurements are rapid and less prone to handling errors
compared with enzymatic assays. Finally, because separate
reporters for ompF and ompC transcription are present within
the same cells, ratios of CFP to YFP fluorescence provides a
Fig. 2. Coomassie-stained gels of cell envelope fractions showing that porin
osmoregulation in MDG131 (lanes b and d) and MC4100 (lanes a and c) are
comparable. Low osmolarity cultures (lanes a and b) were grown in medium
A, and high osmolarity cultures (lanes c and d) were grown in medium A
supplemented with 15% sucrose.
Fig. 3. Fluo escence measurements of ompF (YFP) and ompC (CFP) osmo-
regulation in MDG131. Cultures were grown in minimal media with varying
concentrationsof sucrose. (a) YFP (}) andCFP (!)fluorescence (arbitraryunits)
normalized by culture optical density. (b) CFP"YFPfluorescence ratio (‚). Each
error bar denotes the SD of three independent cultures.
Batchelor and Goulian PNAS # January 21, 2003 # vol. 100 # no. 2 # 693
M
IC
RO
BI
O
LO
G
Y
model, i.e., [OmpR]T !! [EnvZ]T, it is straightforward to derive
for the steady-state concentration of [OmpR-P] (see Supporting
Text for more details):
"OmpR-P#! 1
2
$Ct" Cp" "OmpR#T%
# 1
2
!$Ct" Cp" "OmpR#T%2# 4Cp"OmpR#T
" . . . , [1]
where the constants Ct and Cp are given by
Ct!
k&k$kt" k#1%
ktk1
!
k&k
kt
KMt, Cp!
kk$kp" k#2%
kpk2
!
kk
kp
KMp,
and . . . denotes terms that are small when [EnvZ]T"[OmpR]T is
small. KMt and KMp are the Michaelis constants for the phospho-
transfer and phosphatase reactions, respectively. Thus, to leading
order in the limit [OmpR]T !! [EnvZ]T, the circuit output,
[OmpR-P], is independent of [EnvZ]T. Within the context of this
model, the fact that the histidine kinase EnvZ is in much lower
abundance comparedwith the response regulatorOmpRmakes the
circuit output robust with respect to variations in [EnvZ]T.
If we assume that [OmpR]T is not only much greater than
[EnvZ]T but also much greater than the concentrations Ct and
Cp, Eq. 1 simplifies to (see Supporting Text for more details as
well as a simple alternative derivation):
"OmpR-P#! Cp" . . . , [2]
where . . . denotes t rms that are small when [EnvZ]T"
[OmpR]T, Cp"[OmpR]T, and Ct"[OmpR] , ar small. Th s, in
this limit the circuit output is robust with respect to variati ns in
[OmpR]T as well. Interestingly, the model predicts that in this
limit [OmpR-P] is also independe t of the phophotransfer rat
constants kt, k1, and k&1.
To summariz t e results of our analysis, for the mod l depicted
in Fig. 1 the steady-state level ofOmpR-P in ge eral depe ds on the
concentrations of EnvZ andOm R. However, when th amount of
EnvZ in the cell is much less than the amount of OmpR, which is
the case in E. coli (37, 38), the steady-state level of [OmpR-P] is
approximately independent of the concentration of EnvZ. Thus the
output of the circuit will be insensitive to variations in the expression
level of EnvZ within a range such that EnvZ is less abundant than
OmpR. In addition, if the total amount of OmpR is much larger
than the concentrations Ct and Cp, which are related to the
Michaelis constants for the phosphotransfer and phosphatase re-
actions, respectively, then the level of [OmpR-P] is also approxi-
mately independent of the total amount of OmpR.
Construction of Two-Color Fluorescent Reporter Strains. Ideally, to
test the predictions of the model described above, we would like
to measure directly [OmpR-P]. Unfortunately, at present we do
not have a means to reliably quantify the extent of OmpR
phosphorylation in cultures. We therefore used the relative
transcription of ompF and ompC as an indirect measure of
changes in the level of OmpR-P. To rapidly and accurately
quantify the transcription of ompF and ompC with as little
disruption of the EnvZ"OmpR circuit as possible, we con-
structed strains that contain chromosomal transcriptional (oper-
on) fusions of the gene for CFP (cfp) to ompC and the gene for
YFP (yfp) to ompF. A promoterless cfp with a ribosome-binding
site was integrated into the chromosome at the ompC locus after
the ompC stop codon and before the ompC transcription termi-
nation signal. In the same strain, a promoterless yfp with a
ribosome-binding site was also inserted in the chromosome after
the ompF stop codon and before the ompF transcription termi-
nator. The resulting strain, MDG131, shows similar porin os-
moregulation to the parental strain MC4100 (Fig. 2). There
appears to be a small decrease in the level of porin expression
for MDG131 relative to MC4100, which may be a result of a
decrease in the mRNA stability of the transcriptional fusions.
We have not observed any significant difference in growth rate
between MDG131 and MC4100. For cultures grown in minimal
media, background autofluor scence, as judged by cultures of
the parental strain MC4100, was negligible in both fluorescenc
channels (data not shown). In addition, for cultures of MDG131
we have not been able to detect YFP fluorescence emission when
exciting CFP at 434 nm (data not shown), and thus do not detect
any resonance energy transfer between CFP and YFP. Fluores-
cence measurements of MDG131 cultures grown in varying
concentrations of sucrose show an increase in CFP fluorescence
and a decrease in YFP fluorescence with increasing osmolarity
(Fig. 3).
The strain MDG131 and its derivatives possess a number of
advantages over many of the frequently used $-galactosidase
reporter strains. Both the ompF and ompC genes remain intact
in MDG131, which avoids potential changes in cell physiology
caused by loss of one of the porins. In addition, f luorescence
measurements are rapid and less prone to handling errors
compared with enzymatic assays. Finally, because separate
reporters for ompF and ompC transcription are present within
the same cells, ratios of CFP to YFP fluorescence provides a
Fig. 2. Coomassie-stained gels of cell envelope fractions showing that porin
osmoregulation in MDG131 (lanes b and d) and MC4100 (lanes a and c) are
comparable. Low osmolarity cultures (lanes a and b) were grown in medium
A, and high osmolarity cultures (lanes c and d) were grown in medium A
supplemented with 15% sucrose.
Fig. 3. Fluor scence measurements of ompF (YFP) and ompC (CFP) osmo-
regulation in MDG131. Cultures were grown in minimal media with varying
concentrationsof sucrose. (a) YFP (}) andCFP (!)fluorescence (arbitraryunits)
normalized by culture optical density. (b) CFP"YFPfluorescence ratio (‚). Each
error bar denotes the SD of three independent cultures.
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model, i.e., [OmpR]T !! [EnvZ]T, it is straightforward to derive
for the steady-state concentration of [OmpR-P] (see Supporting
Text for more details):
"OmpR-P#! 1
2
$Ct" Cp" "OmpR#T%
# 1
2
!$Ct" Cp" "OmpR#T%2# 4Cp"OmpR#T
" . . . , [1]
where the constants Ct and Cp are given by
Ct!
k&k$kt" k#1%
ktk1
!
k&k
kt
KMt, Cp!
kk$kp" k#2%
kpk
!
kk
kp
KMp,
and . . . denotes terms that are small when [EnvZ]T"[OmpR]T is
small. KMt and KMp are the Michaelis constants for the phospho-
transfer and phosphatase reactions, respectively. Thus, to leading
order in the limit [OmpR]T !! [EnvZ]T, the circuit output,
[OmpR-P], is independent of [EnvZ]T. Within the context of this
odel, the fact that the histidine kinase EnvZ is in much lower
abundance comparedwith the response regulatorO pRmakes the
circuit output robust with respect to variations in [EnvZ]T.
If we assume that [OmpR]T is not only much greater than
[EnvZ]T but also much greater than the concentrations Ct and
Cp, Eq. 1 simplifies to (see Supporting Text for more details as
well as a simple alternative derivation):
"OmpR-P#! Cp" . . . , [2]
where . . . denotes terms that are small when [EnvZ]T"
[OmpR]T, Cp"[OmpR]T, and Ct"[OmpR]T, are small. Thus, in
this limit the circuit output is robust with respect to variations in
[O pR]T as well. Interestingly, the model predicts that in this
limit [OmpR-P] is also independent of the phophotransfer rate
constants kt, k1, and k&1.
To summarize the results of our analysis, for the model depicted
in Fig. 1 the steady-state level ofOmpR-P in general depends on the
concentrations of EnvZ and p . However, when the amount of
EnvZ in the cell is much less than the amount of OmpR, which is
the case in E. coli (37, 38), the steady-state level of [OmpR-P] is
approximately independent of the concentration of EnvZ. Thus the
output of the circuit will be insensitive to variations in the expression
level of EnvZ within a range such that EnvZ is less abundant than
OmpR. In addition, if the total amount of OmpR is much larger
than the concentrations Ct and Cp, which are related to the
Michaelis constants for the phosphotransfer and phosphatase re-
actions, respectively, then the level of [OmpR-P] is also approxi-
mately independent of the total amount of OmpR.
Construction of Two-Color Fluorescent Reporter Strains. Ideally, to
test the predictions of the model described above, we would like
to measure directly [O pR-P]. Unfortunately, at present we do
not have a means to reliably quantify the extent of OmpR
phosphorylation in cultures. We therefore used the relative
transcription of ompF and ompC as an indirect measure of
changes in the level of O pR-P. To rapidly and accurately
quantify the transcription of ompF and ompC with as little
disruption of the EnvZ"OmpR circuit as possible, we con-
structed strains that contain chromosomal transcriptional (oper-
on) fusions of the gene for CFP (cfp) to ompC and the gene for
YFP (yfp) to ompF. A promoterless cfp with a ribosome-binding
site was integrated into the chromosome at the ompC locus after
the ompC stop codon and before the ompC transcription termi-
nation signal. In the same strain, a promoterless yfp with a
ribosome-binding site was also inserted in the chromosome after
the ompF stop codon and before the ompF transcription termi-
nator. The resulting strain, MDG131, shows similar porin os-
moregulation to the parental strain MC4100 (Fig. 2). There
appears to be a small decrease in the level of porin expression
for MDG131 relative to MC4100, which may be a result of a
decrease in the mRNA stability of the transcriptional fusions.
We have not observed any significant difference in growth rate
between MDG131 and MC4100. For cultures grown in minimal
media, background autofluorescence, as judged by cultures of
the parental strain MC4100, was negligible in both fluorescence
channels (data not shown). In addition, for cultures of MDG131
we have not been able to detect YFP fluorescence emission when
exciting CFP at 434 nm (data not shown), and thus do not detect
any resonance energy transfer between CFP and YFP. Fluores-
cence measurements of MDG131 cultures grown in varying
concentrations of sucrose show an increase in CFP fluorescence
and a decrease in YFP fluorescence with increasing osmolarity
(Fig. 3).
The strain MDG131 and its derivatives possess a number of
advantages over many of the frequently used $-galactosidase
reporter strains. Both the ompF and ompC genes remain intact
in MDG131, which avoids potential changes in cell physiology
caused by loss of one of the porins. In addition, f luorescence
measurements are rapid and less prone to handling errors
compared with enzymatic assays. Finally, because separate
reporters for ompF and ompC transcription are present within
the same cells, ratios of CFP to YFP fluorescence provides a
Fig. 2. Coomassie-stained gels of cell envelope fractions showing that porin
osmoregulation in MDG131 (lanes b and d) and MC4100 (lanes a and c) are
comparable. Low osmolarity cultures (lanes a and b) were grown in medium
A, and high osmolarity cultures (lanes c and d) were grown in medium A
supplemented with 15% sucrose.
Fig. 3. Fluorescence measurements of ompF (YFP) and ompC (CFP) osmo-
regulation in MDG131. Cultures were grown in minimal media with varying
concentrationsof sucrose. (a) YFP (}) andCFP (!)fluorescence (arbitraryunits)
normalized by culture optical density. (b) CFP"YFPfluorescence ratio (‚). Each
error bar denotes the SD of three independent cultures.
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model, i.e., [OmpR]T !! [EnvZ]T, it is straightforward to derive
for the steady-state concentration of [OmpR-P] (see Supporting
Text for more details):
"OmpR-P#! 1
2
$Ct" Cp" "OmpR#T%
# 1
2
!$Ct" Cp" "OmpR#T%2# 4Cp"OmpR#T
" . . . , [1]
where the constants Ct and Cp are given by
Ct!
k&k$kt" k#1%
ktk1
!
k&k
kt
KMt, Cp!
kk$kp" k#2%
kpk2
!
kk
kp
KMp,
and . . . denotes terms that are small when [EnvZ]T"[OmpR]T is
small. KMt and KMp are the Michaelis constants for the phospho-
transfer an phosphatase re ctions, respectively. Thus, to leading
order in the limit [OmpR]T !! [EnvZ]T, the circuit output,
[OmpR-P], is in pendent of [EnvZ]T. Within the context f this
model, the fact that he histidine kinase EnvZ is in uch l wer
abundance comparedwith the resp se regula orOmpRmakes the
circuit output robust wi r spect to vari tions in [EnvZ]T.
If we ssume th t [OmpR]T is not nly much greater than
[EnvZ]T b also ch greater than the concentrations Ct and
Cp, Eq. 1 si plifi s to (see Supporting Text f r more tails as
well as a simple lternativ deriva ion):
"OmpR-P#! Cp" . . . , [2]
where . . . denotes ter s that are small when [EnvZ]T"
[OmpR]T, Cp"[OmpR]T, and Ct"[OmpR]T, are small. Thus, in
this limit the circuit output is robust with respect to variatio s in
[OmpR]T as well. Interestingly, the model predicts that in this
limit [ p -P] s also independent of the phopho ransfer rate
constants kt, k1, and k&1.
To summarize the results of our analysis, for the model depicted
in Fig. 1 the teady-state level ofOmpR-P in general depends on the
concentrations of EnvZ andOmpR. However, when the amount of
EnvZ n the cell is much less than the amou t of OmpR, which is
the cas in E. coli (37, 38), the steady-state l vel of [OmpR-P] is
approximately independent of the concentration of EnvZ. Thus the
ou put of the circuit will be insensitive to vari ions in the expression
level of EnvZ within a range such that EnvZ is less abu dant than
OmpR. In addition, if the total amount of OmpR is much la ger
than the concentrat ons Ct and Cp, which are rel ted to he
Michaelis constan s for the phosphotransfer and hosphatase re-
actions, respectively, then the level of [OmpR-P] is also approxi-
mately independent of the total amoun of OmpR.
Constructio of Two-Col r Fluorescent Reporter Strains. Ideally, to
test the predictions of the model described above, we would like
to measure directly [OmpR-P]. Unfor unately, at present we do
no have a means to reliably quantify the extent of OmpR
phosphorylation in cultures. We therefore used the relative
tra scription of ompF and ompC as an indirect measure of
changes in the level of OmpR-P. To rapidly and accurately
quantify the transcription of F and ompC wi h as little
disruption of t EnvZ"OmpR circuit as ossible, we con-
structed strains th t conta n chromosomal transcriptional (oper-
on) fusions of the g ne for CFP (cfp) to ompC and the gen for
YFP (yfp) to ompF. A promoterless cfp with a ribosome-binding
site was integrated into the chro osome at the ompC locus aft r
the ompC stop codon and before the ompC ranscription termi-
nat on signal. In the same strain, a promo erless yfp with a
ribosome-binding site was also inserted in the chromosome after
the ompF top codon and before the ompF transc iption ter i-
nator. The resulting strain, MDG131, shows similar porin os-
moregulation to the parental strain MC4100 (Fig. 2). There
appears to be a small decrease in the level of porin expression
for MDG131 relative to MC4100, which may be a result of a
decrease in the mRNA stability of the transcripti nal fusion .
We have not observed any significant difference in growth rate
between MDG131 and MC4100. For cultures grown n minimal
media, background autofluorescence, as judg d by cultures of
the par ntal strain MC4100, was negligible in both fluoresce ce
channels (d ta n t shown). In addition, for cultur s of MDG131
we ave not been able to detect YFP fluoresc nce emission wh
ex iting CFP at 434 nm (data not shown), and thus do not detect
any resona ce energy transf r between CFP and YFP. Fluores-
cence measurements of MDG131 cultures grown in varying
concentrations of suc ose show an incr ase in CFP fluorescence
and a decrease in YFP fluorescence with increasing osmolarity
(Fig. 3).
The strain MDG131 and its derivatives possess a number of
advantages over many of the frequently used $-galactosidase
reporter strains. Both the ompF and ompC genes remain intact
in MDG131, which avoids potential cha ges in cell physiology
caused by loss of one of the porins. In addition, f luorescence
measurements are rapid and less prone to handling err rs
compared with enzymatic assays. Finally, because separate
reporters for ompF and ompC transcri ti are present within
the same cells, ratios of CFP to YFP fluorescence provides a
Fig. 2. Coomassie-stained gels of cell envelope fractions showi g that porin
osmoregulation in MDG131 (lanes b and d) and MC4100 (lanes a a d c) are
comparable. Low osmolarity cultures (lanes an b) were grown in medium
A, and high osmolarity cultures (lanes c and d) were gro n in medium A
supplemented with 15% sucrose.
Fig. 3. Fluorescence measurements of ompF (YFP) and ompC (CFP) osmo-
regulation in MDG131. Cultures wer grown in minimal media with varying
concentrationsof sucrose. (a) YFP (}) andCFP (!)fluoresce ce (arbitraryunits)
normalized by culture ptical d nsity. (b) CFP"YFPfluorescence ratio (‚). Each
error bar denot s the SD of three in pendent cultures.
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model, i.e., [OmpR]T !! [EnvZ]T, it is straightforward to derive
for the steady-state concentration of [OmpR-P] (see Supporting
Text for more details):
"OmpR-P#! 1
2
$Ct" Cp" "OmpR#T%
# 1
2
!$Ct" Cp" "OmpR#T%2# 4Cp"OmpR#T
" . . . , [1]
where the constants Ct and Cp are given by
Ct!
k&k$kt" k#1%
ktk1
!
k&k
kt
KMt, Cp!
kk$kp" k#2%
kpk2
!
kk
kp
KMp,
and . . . denotes terms that are small when [EnvZ]T"[OmpR]T is
small. KMt and KMp are the Michaelis constants for the phospho-
transfer an phosphatase re ctions, respectively. Thus, to leading
order in the limit [OmpR]T !! [EnvZ]T, the circuit output,
[OmpR-P], is independent of [EnvZ]T. Within the context f this
model, the fact that he histidine kinase EnvZ is in much l wer
abundance comparedwith the res o se regula orOmpRmakes the
circuit output robust wi respect to vari tions in [EnvZ]T.
If we ssume th t [OmpR]T is not only much greater than
[EnvZ]T b also m ch greater than the concentrations Ct and
Cp, Eq. 1 simplifi s to (see Supporting Text for more d tails as
well as a simple alternative deriva ion):
"OmpR-P#! Cp" . . . , [2]
where . . . denotes t r s that are small when [EnvZ]T"
[OmpR]T, Cp"[OmpR]T, and Ct"[OmpR] , ar small. Th s, in
this limit the circuit output is robust with respect to variatio s in
[OmpR]T as well. Interestingly, the model predicts that in this
limit [O pR-P] s also independent of the phopho ransfer rat
constants kt, k1, and k&1.
To summariz t e results of our analysis, for the mod l depicted
in Fig. 1 the teady-state level ofOmpR-P in ge eral depe ds on the
concentrations of EnvZ andOm R. However, when th amount of
EnvZ n the cell is much less than the amou t of OmpR, which is
the cas in E. coli (37, 38), the steady-state l vel of [OmpR-P] is
approximately independe t of the concentration of EnvZ. Thus the
ou put of the circuit will be insensitive to vari ions in the expression
level of EnvZ within a range such that EnvZ is less abu dant than
OmpR. In addition, if the total amount of OmpR is much la ger
than the concentrat ons Ct and Cp, which are rel ted to he
Michaelis constan s for the phosphotransfer and hosphatase re-
actions, respectively, then the level of [OmpR-P] is also approxi-
mately independent of the total amoun of OmpR.
Constructio of Two-Col r Fluorescent Reporter Strains. Ideally, to
test the predictions of the model described above, we would like
to measure directly [OmpR-P]. Unfor unately, at present we do
no have a means to reliably quantify the extent of pR
phosphorylation in cultures. We therefore used the relative
tra scription of ompF and ompC as an indirect measure of
changes in the level of OmpR-P. To rapidly and accurately
quantify the transcription of F and ompC wi h as little
disruption of t EnvZ"OmpR circuit as ossible, we con-
structed strains th t conta n chromosomal transcriptional (oper-
on) fusions of the g ne for CFP (cfp) to ompC and the gen for
YFP (yfp) to ompF. A promoterless cfp with a ribosome-binding
site was integrated into the chromosome at the ompC locus aft r
the ompC stop codon and before the ompC ranscription termi-
nat on signal. In the same strain, a promo erless yfp with a
ribosome-binding site was also inserted in the chromosome after
the ompF top codon and before the ompF transc iption termi-
nator. The resulting strain, MDG131, shows similar porin os-
moregulation to the parental strain MC4100 (Fig. 2). There
appears to be a small decrease in the level of porin expression
for MDG131 relative to MC4100, which may be a result of a
decrease in the mRNA stability of the transcripti nal fusion .
We have not observed any significant difference in growth rate
between MDG131 and MC4100. For cultures grown n minimal
media, background autofluor scence, as judg d by cultures of
the par ntal strain MC4100, was negligible in both fluoresce c
channels (d ta n t hown). In addition, for cultur of MDG131
we ave not been able to detect YFP fluoresc nce emission wh
ex iting CFP at 434 nm (data not shown), and thus do not detect
any resona ce energy transf r between CFP and YFP. Fluores-
cence measurements of MDG131 cultures grown in varying
concentrations of suc ose show an incr ase in FP fluorescence
and a decrease in YFP fluorescence with increasing osmolarity
(Fig. 3).
The strain MDG131 and its derivatives possess a number of
advantages over many of the frequently used $-galactosidase
reporter strains. Both the ompF and ompC genes remain intact
in MDG131, which avoids potential cha ges in cell physiology
caused by loss of one of the porins. In addition, f luorescence
measurements are rapid and less prone to handling err rs
compared with enzymatic assays. Finally, because separate
reporters for ompF and o pC transcri ti are present within
the same cells, ratios of CFP to YFP fluorescence provides a
Fig. 2. Coomassie-stained gels of cell envelope fractions showing that porin
osmoregulation in MDG131 (lanes b and d) and MC4100 (lanes a and c) are
comparable. Low osmolarity cultures (lanes a and b) were grown in medium
A, and high osmolarity cultures (lanes c and d) were grown in medium A
supplemented with 15% sucrose.
Fig. 3. Fluorescence measurements of ompF (YFP) and ompC (CFP) osmo-
r gulation in MDG131. Cultures were grown in minimal media with varying
concentrationsof sucrose. (a) YFP (}) andCFP (!)fluorescence (arbitraryunits)
normalized by culture optical density. (b) CFP"YFPfluorescence ratio (‚). Each
rror bar denotes the SD of three independent cultures.
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model, i.e., [OmpR]T !! [EnvZ]T, it is straightforward to derive
for the steady-state concentration of [OmpR-P] (see Supporting
Text for more details):
"OmpR-P#! 1
2
$Ct" Cp" "OmpR#T%
# 1
2
!$Ct" Cp" "OmpR#T%2# 4Cp"OmpR#T
" . . . , [1]
where the constants Ct and Cp are given by
Ct!
k&k$kt" k#1%
ktk1
!
k&k
kt
KMt, Cp!
kk$kp" k#2%
kpk
!
kk
kp
KMp,
and . . . denotes terms that are small when [EnvZ]T"[OmpR]T is
small. KMt and KMp are the Michaelis constants for the phospho-
transfer an phosphatase re ctions, respectively. Thus, to leading
order in the limit [OmpR]T !! [EnvZ]T, the circuit output,
[OmpR-P], is independent of [EnvZ]T. Within the context f this
odel, the fact that he histidine kinase EnvZ is in much l wer
abundance comparedwith the respo se regula orOmpRmakes the
circuit output robust wi respect to vari tions in [EnvZ]T.
If we ssume th t [OmpR]T is not only much greater than
[EnvZ]T b also m ch greater than the concentrations Ct and
Cp, Eq. 1 simplifi s to (see Supporting Text for more d tails as
well as a simple alternative deriva ion):
"OmpR-P#! Cp" . . . , [2]
where . . . denotes ter s that are small when [EnvZ]T"
[OmpR]T, Cp"[OmpR]T, and Ct"[OmpR]T, are small. Thus, in
this limit the circuit output is robust with respect to variatio s in
[O pR]T as well. Interestingly, the model predicts that in this
limit [O pR-P] s also independent of the phopho ransfer rate
constants kt, k1, and k&1.
To summarize the results of our analysis, for the model depicted
in Fig. 1 the teady-state level ofOmpR-P in general depends on the
concentrations of EnvZ and p . However, when the amount of
EnvZ n the cell is much less than the amou t of OmpR, which is
the cas in E. coli (37, 38), the steady-state l vel of [OmpR-P] is
approximately independent of the concentration of EnvZ. Thus the
ou put of the circuit will be insensitive to vari ions in the expression
level of EnvZ within a range such that EnvZ is less abu dant than
OmpR. In addition, if the total amount of OmpR is much la ger
than the concentrat ons Ct and Cp, which are rel ted to he
Michaelis constan s for the phosphotransfer and hosphatase re-
actions, respectively, then the level of [OmpR-P] is also approxi-
mately independent of the total amoun of OmpR.
Constructio of Two-Col r Fluorescent Reporter Strains. Ideally, to
test the predictions of the model described above, we would like
to measure directly [O pR-P]. Unfor unately, at present we do
no have a means to reliably quantify the extent of OmpR
phosphorylation in cultures. We therefore used the relative
tra scription of ompF and ompC as an indirect measure of
changes in the level of O pR-P. To rapidly and accurately
quantify the transcription of F and ompC wi h as little
disruption of t EnvZ"OmpR circuit as ossible, we con-
structed strains th t conta n chromosomal transcriptional (oper-
on) fusions of the g ne for CFP (cfp) to ompC and the gen for
YFP (yfp) to ompF. A promoterless cfp with a ribosome-binding
site was integrated into the chro oso e at the ompC locus aft r
the ompC stop codon and before the ompC ranscription termi-
nat on signal. In the sa e strain, a promo erless yfp with a
ribosome-binding site was also inserted in the chromosome after
the o pF top codon and before the ompF transc iption ter i-
nator. The resulting strain, MDG131, shows similar porin os-
moregulation to the parental strain MC4100 (Fig. 2). There
appears to be a small decrease in the level of porin expression
for MDG131 relative to MC4100, which may be a result of a
decrease in the mRNA stability of the transcripti nal fusion .
We have not observed any significant difference in growth rate
between MDG131 and MC4100. For cultures grown n minimal
media, background autofluorescence, as judg d by cultures of
the par ntal strain MC4100, was negligible in both fluoresce ce
channels (d ta n t shown). In addition, for cultur s of MDG131
we ave not been able to detect YFP fluoresc nce emission wh
ex iting CFP at 434 nm (data not shown), and thus do not detect
any resona ce energy transf r between CFP and YFP. Fluores-
cence measurements of MDG131 cultures grown in varying
concentrations of suc ose show an incr ase in CFP fluorescence
and a decrease in YFP fluorescence with increasing osmolarity
(Fig. 3).
The strain MDG131 and its derivatives possess a number of
advantages over many of the frequently used $-galactosidase
reporter strains. Both the ompF and ompC genes remain intact
in MDG131, which avoids potential cha ges in cell physiology
caused by loss of one of the porins. In addition, f luorescence
measurements are rapid and less prone to handling err rs
compared with enzymatic assays. Finally, because separate
reporters for ompF and ompC transcri ti are present within
the same cells, ratios of CFP to YFP fluorescence provides a
Fig. 2. Coomassie-stained gels of cell envelope f ctions showing that porin
osmoregulation in MDG131 (lanes b and d) and MC4100 (lanes a and c) are
comparable. Low osmolarity cultures (lanes a and b) were grown in medium
A, and high osmolarity cultures (lanes c and d) were grown in medium A
supplemented with 15% sucrose.
Fig. 3. Fluorescence measurements of ompF (YFP) and ompC (CFP) osmo-
regulation in MDG131. Cultures were grown in minimal media with varying
concentrationsof sucrose. (a) YFP (}) andCFP (!)fluorescence (arbitraryunits)
normalized by culture optical density. (b) CFP"YFPfluorescence ratio (‚). Each
error bar denotes the SD of three independent cultures.
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Como! ya! se! ha! comentado! con! anterioridad,! realizamos! un! librería! de!
mutantes!para!las!5!posiciones!a!estudio!en!el!fragmento!del!gen!que!codifica!
únicamente! para! el! dominio! REC! de! PhoB! (PhoBREC_mut).! La! librería! de!
PhoBREC_mut!obtenida!se!transformó!y!sobrePexpresó!en!la!cepa!MDG131!de!E.(
coli(que!poseía!los!reporteros!fluorescentes.!De!esta!manera,!si!los!PhoBREC_mut!
no!son!capaces!de!heterodimerizar!con!OmpR,!el!OmpRFL_endo!basal!fosforilado!
se! une! a! ompF! y! activa! la! expresión! de! la! proteína! YFP! (Figura! 25a)!
detectándose! fluorescencia.! Si! por! el! contrario,! los! PhoBREC_mut!
heterodimerizan! con! el! OmpRFL_endo,! lo! secuestran! formando! un! dímero! sin!
capacidad!de!unirse!al!ADN,!puesto!que!sólo!tiene!un!dominio!efector,!lo!que!
resultaría!en!una!disminución!de!la!fluorescencia!emitida!por!YFP!(Figura!25b).!!
!
Figura!25.!Sistema!in!vivo!para!detectar!heterodimerización!entre!PhoB!y!OmpR.!Ejemplos!del!
funcionamiento! del! sistema! si,! tras! la! transformación! y! sobrePexpresión! de! PhoBREC_mut! en!
MDG131,! (a)! no! existe! heterodimerización! con! OmpRFL_endo,! lo! que! nos! permite! detectar! la!
fluorescencia!emitida!por!YFP!o!(b)!si!existe!heterodimerización!en!cuyo!caso!no!hay!expresión!
de!YFP!y!por!lo!tanto!no!hay!emisión!de!fluorescencia.!
!
Para! discriminar! que! mutaciones! son! aquellas! que! permiten! a! PhoB!
heterodimerizar!con!OmpR,!se!utilizó!citometría!de!flujo!con!“sorter”!que!nos!
permite! separar! aquellas! bacterias! cuya! señal! fluorescente! para! la! proteína!
YFP!se!ve!disminuida.!
1.3.5.N! Obtención! de! los! mutantes! de! PhoB! capaces! de!
heterodimerizar!con!OmpR!mediante!citometría!de!flujo.!
Los! experimentos! de! citometría! de! flujo! se! realizaron! con! el! citómetro! BD!
FACSAriaII!que!se!encuentra!en!la!Unidad!de!Citometría!de!Flujo!en!el!INCLIVA.!
Se!utilizaron!los!parámetros!de!medida!de!YFP!y!de!detección!y!separación!de!
bacterias.!!
!
Primero!se!delimitaron!diferentes!regiones!de!intensidad!de!fluorescencia!para!
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los!controles!de!autofluorescencia,!el!control!negativo!y!los!controles!positivos!
de! “noPheterodimerización”! y! de! “heterodimerización”! que! nos! permitieran!
separar!a!la!población!de!mutantes!potencialmente!heterodimerizadora.!!
(
CRegión( de( autofluorescencia:! (llamada! también! P7)! estaba! delimitada! por! la!
fluorescencia! que! emitían! las! células! de! la! cepa! control! MC4100! sin! genes!
reporteros!en!su!genoma!(Figura!26a).!!
PRegión( de( máxima( fluorescencia( o( control( negativo:! (P9)! corresponde! a! la!
zona! de! máxima! fluorescencia! emitida! por! la! cepa! MDG131! cuando! esta!
transformada!con!el!vector!pPROEX_HTaPKan!vacío!(Figura!26b).!!
CRegión(de(“noCheterodimerización”:!(P9)!está!definido!por!la!fluorescencia!de!
la! cepa! MDG131! transformada! con! el! gen! de! PhoBREC! silvestre.! La! sobreP
expresión! de! PhoBREC! silvestre! no! interfiere! en! la! unión! de! OmpRFL_endo! por!
ompF,! ya! que! no! existe! heterodimerización! entre! ambos,! y! OmpRFL_endo!
continua! activando! la! expresión! de! YFP! y! con! ello! detectamos! la! máxima!
emisión! de! fluorescencia! (Figura! 26c).! Como! se! observa! en! la! Figura! 26,! la!
región! de! máxima! fluorescencia! o! control! negativo! y! la! de! “noP
heterodimerización”! son! solapantes,! confirmando! que! PhoB! no! es! capaz! de!
heterodimerizar!con!OmpR.!!
PRegión(de(“heterodimerización”:! (P8)!corresponde!a! la!zona!de!fluorescencia!
intermedia!que!es!característica!de!la!cepa!MDG131!transformada!con!el!gen!
de! OmpRREC! silvestre.! La! sobrePexpresión! de! OmpRREC! silvestre! secuestra! al!
OmpRFL_endo!disminuyendo!así!su!interacción!por!ompF,!al!faltar!a!este!dímero!
uno! de! los! dominios! efectores! de! unión! a! ADN,! y! con! ello! disminuye! la!
expresión!de!YFP!y!la!fluorescencia!emitida!(Figura!26d).!!
!
De! esta! forma,! aquellas! células! con! clones! PhoBREC_mut! incapaces! de!
heterodimerizar! con! OmpRFL_endo! su! intensidad! de! fluorescencia! se! localizará!
en! la! región! P9! mientras! que! aquellas! células! con! clones! capaces! de!
heterodimerizar! su! intensidad! de! fluorescencia! se! localizará! en! la! región! P8!
permitiéndonos!su!separación.!
!
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!
Figura!26.!Patrones!de! intensidad!de! fluorescencia!obtenidos!por! los!controles.!Los!patrones!
de! fluorescencia!obtenidos!en!el! citómetro!por! los! controles!de!autofluorescencia! (a),! control!
negativo!(b)!y!los!controles!positivos!de!“noPheterodimerización”!(c)!y!“heterodimerización”!(d).!
!
Para!poder!asociar!el!cambio!en!los!patrones!de!fluorescencia!de!los!controles!
positivos!con!la!expresión!de!OmpRREC!y!PhoBREC!salvaje,!se!realizaron!ensayos!
WesternPBlot!para!detectar!ambas!proteínas!en!cada!muestra!control!a!las!0,!3!
y!6h!de!crecimiento!con!0,!0,1,!0,5!y!1mM!de!IPTG!(Figura!27).!Los!resultados!
muestran!que!a!partir!de!las!3h!con!0,5!y!1mM!de!IPTG!se!empieza!a!detectar!
la! expresión! de! proteína! en! ambas! muestras! obteniéndose! una! cantidad!
considerable! de! proteína! a! las! 6h! con! 0,1,! 0,5! y! sobretodo! 1mM! de! IPTG!
(Figura! 27).! Así! pues,! con! el! fin! de! asegurar! la! expresión! de! proteína,! los!
experimentos!de!citometría!de! flujo!con! la! librería!de!mutantes!se!realizaron!
con!células!incubadas!durante!6h!en!presencia!de!1mM!de!IPTG.!
!
!
!
!
!
!
!
!
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Figura!27.!Detección!de!las!proteínas!OmpRREC!y!PhoBREC!en!los!controles.!Ensayo!de!detección!
por! WesternPBlot! de! las! proteínas! OmpRREC! y! PhoBREC! en! los! controles! positivos!
“heterodimerizaión”!y!“noPheterodimerización”!a!las!0,!3!y!6h!de!incubación!con!0,!0,1,!0,5!y!1!
mM!de!IPTG.!!
!
Tras! delimitar! claramente! las! diferentes! poblaciones! del! ensayo! y! tras!
comprobar!que!los!diferentes!fenotipos!observados!en!el!citómetro!se!debían!
a! la! sobrePexpresión! de! los! RRs,! se! comprobó! que! disponíamos! de! las!
herramientas!para!poder!detectar! la!heterodimerización!entre!OmpR!y!PhoB!
en! la!que!si!un!dominio!REC!de!un!RR!heterodimeriza!con!OmpR!se!producía!
una! disminución! en! los! niveles! de! YPF.! Una! vez! validado! el! sistema! in( vivo,!
describiremos! los! pasos! para! el! crecimiento! y! expresión! de! la! librería! de!
mutantes! así! como! la! separación! por! citometría! de! flujo! de! la! población! P8,!
aquella! que! correspondía! a! proteínas! mutantes! de! PhoB! capaces! de!
heterodimerizar!con!OmpR.!!
!
Partiendo!de! la! librería!de!mutantes! transformada!en!E.( coli,! y! tras! crecerlas!
24h!en!medio!mínimo,!se!realizó!la!separación!de!las!células!con!el!citómetro!
“sorter”.!Con!el!fin!de!asegurar!que!todas!las!posibles!variantes!generaras!con!
la!mutagénesis!fueran!analizadas!(3,2x106!variantes),!se!separaron!un!cantidad!
de! 64x106! células,! 20x! el! número! de! mutantes! diferentes! que! componían!
nuestra! librería! (Denault( M.( y( Pelletier( J.( N.,( 2007).! Tras! la! obtención! de! la!
población!P8!y!para!asegurar!!la!mejor!separación!posible!de!aquellas!bacterias!
que!presentaban!una!fluorescencia!propia!de!esta!región,!la!células!recogidas!
correspondientes! a! esta! región! eran! sometidas! de! nuevo! a! un! proceso! de!
segunda!separación!en!el!citómetro!(Figura!28).!!
Tras!esta!doble!separación,!una!parte!de! las!células!P8!obtenidas!se!recogían!
para! la! extracción! de! su! ADN! plasmídico! y! otra! parte! se! crecían! de! nuevo!
durante!la!noche!y!eran!sometidas!de!nuevo!a!un!segundo!ciclo!de!separación!
al!día!siguiente.!
OmpRREC'
PhoBREC'
0h' 3h' 6h'
“control'
heterodimerización”'
“control'no<
heterodimerización”'
0' 0,1' 10,5' 0' 0,1' 10,5'0'0,1' 10,5' IPTG(mM)'
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Figura!28.!Ejemplo!de!la!doble!separación!de!las!muestras!en!cada!ciclo.!Gráficas!obtenidas!por!
el! citómetro! de! flujo! durante! la! doble! separación! de! las! muestras! en! cada! ciclo.! Las! tres!
poblaciones!delimitadas!anteriormente!aparecen!marcadas!con!diferentes!colores.!
!
La! realización! de! tres! ciclos! consecutivos! en! el! experimento,! llamados!
respectivamente!P8_1.1,!P8_1.2!y!P8_1.3,!nos!podría!permitir! la!selección!de!
cepas! bacterianas! con! aquellas! mutaciones! que! tuvieran! una! mejor!
heterodimerización! con! OmpR.! Además,! el! experimento! se! realizó! por!
duplicado!siendo!las!muestras!P8_2.1!y!P8_2.2!las!poblaciones!de!células!con!
fenotipo!P8!pertenecientes!al!primer!y!segundo!ciclo!del!segundo!experimento.!
!
Los!resultados!obtenidos!con!el!citómetro!muestran!como!tan!sólo!un!1%!de!
las! células! de! la! librería! de! mutantes! se! caracterizaron! con! un! fenotipo! P8,!
6,4x105!células,!durante!el!primer!ciclo!del!experimento! (Tabla!4).!El!número!
de!células!separadas!va!disminuyendo!siendo!de!2,64x104!en!el!segundo!ciclo!y!
finalmente! tras! el! tercer! ciclo! del! experimento! sólo! contábamos! con! 3700!
células! cuyo! fenotipo! correspondía! con! un! posible! fenotipo! P8! de!
heterodimerización! (Tabla! 4).! Además,! el! porcentaje! de! células! con! fenotipo!
P8! separados! en! cada! ciclo! va! incrementándose! siendo! de! un! 4,13%! en! el!
segundo!ciclo!y!de!un!12%!en!el!tercero!(Tabla!4).!Este!aumento!paulatino!en!
la!población!P8!nos!permitía!comprobar!como!tras!cada!ciclo! la!población!de!
mutantes! iba! enriqueciéndose! en! aquellos! mutantes! con! fenotipo! P8! o!
heterodimerizador.! La! repetición! de! los! dos! primeros! ciclos! del! experimento!
nos!generó!unas!poblaciones!P8!más!o!menos! similares! con!7,68x105! células!
durante! el! primer! ciclo,! un! 1,2%! de! la! población! total! separada,! y! 3,59x104!
FACSDiva Version 6.1.3
Global Sheet1 Printed on: Mon Dec 14, 2015 07:44:34 PSTPage 1 of 1
FACSDiva Version 6.1.3
Global Sheet1 Printed on: Mon Dec 14, 2015 07:44:34 PSTPage 1 of 1
FACSDiva Version 6.1.3
Global Sheet1 Printed on: Mon Dec 14, 2015 07:44:45 PSTPage 1 of 1
FACSDiva Version 6.1.3
Global Sheet1 Printed on: Mon Dec 14, 2015 07:44:45 PSTPage 1 of 1
Primera'separación'
P7# P7# P8#P8# P9# P9#
Segunda'separación'
3%# 4%#3%# 79%# 17%#94%#
RESULTADOS!Y!DISCUSIÓN!1!
!
!130!
células!en!el!segundo!ciclo,!un!4,68%!de!las!células!(Tabla!4).!
!
Tabla! 4.! Separación! fenotipo! heterodimerizador!
mediante! citometría.! Número! y! porcentaje! con!
respecto! a! la! población! de! células! separadas! por!
citometría!pertenecientes!al!fenotipo!P8.!
!
!
!
!
Tras! la! realización! del! experimento! de!
citometría! obtuvimos! alrededor! de! 3700! células! que! correspondían! a! 3700!
mutantes! de! PhoBREC! cuyo! fenotipo! nos! indicaba! una! posible!
heterodimerización!con!OmpR.!Mediante!nuestra!aproximación!biológica!y!el!
uso!de!la!citometría!habíamos!conseguido!separar!alrededor!de!un!0,006%!de!
todos! los! mutantes! posibles! en! las! cinco! posiciones! que,! según! nuestros!
estudios! computacionales,! determinaban! la! especificidad! en! la!
homodimerización!de!los!RRs.!
Ensayos! de! secuenciación!masiva! y! de! análisis! de! la!misma! serán! necesarios!
para!continuar!con!la!caracterización!de!esos!mutantes!y!dilucidar!las!claves!en!
la!especificidad!en!la!homodimerización!de!los!RRs.!
!
Discusión.!
!
El! estudio! de! la! activación! de! los! RRs! en! los! sistemas! de! transducción! de!
señales!basados!en!TCSs!nos!permite!entender!como!las!bacterias!responden!a!
las! señales! que! les! rodean! para! no! comprometer! su! supervivencia.! La!
dimerización!en!los!RRs!tras!su!activación!es!un!momento!clave!en!la!respuesta!
generada!por! los!TCSs!por! lo!que!es!de!gran! interés!entender! cuáles! son! los!
determinantes! o! residuos! específicos! que! rigen! la! homodimerización.! El!
estudio!computacional!desarrollado!a!partir!de!las!estructuras!depositadas!en!
el! PDB! para! los! RRs! nos! ha! permitido! obtener! una! visión! global! sobre! los!
residuos! que! pueden! ser! claves! para! aportar! la! especificidad! en! el!
reconocimiento!entre!RRs!y!su!homodimerización.!
!
Los! intentos!por!descifrar!el!mecanismos!de!homodimerización!entre! los!RRs!
con! dimerización! 4P5P5! y! la! posible! heterodimerización! entre! ellos! nos! ha!
llevado!a!la!búsqueda!de!mutantes!del!RR!PhoB!que!heterodimericen!con!el!RR!
MUESTRA células.P8 %población..P8
Librería ! !
P8_1.1 6,40E+05 1,00%
P8_1.2 2,64E+04 4,13%
P8_1.3 3,70E+03 12,00%
P8_2.1 7,68E+05 1,20%
P8_2.2 3,59E+04 4,68%
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OmpR.!Mediante! la! utilización! de! un!mecanismo! in( vivo,! el! TCS! EnvZPOmpR!
propio!de!E.(coli,!asociado!a!reporteros!fluorescentes!y! junto!con!técnicas!de!
citometría,! hemos! conseguido! desarrollar! una! buena! herramienta! para! la!
detección!de!heterodimerización!en!los!RRs.!!
!
Contribución.!
!
Mi!contribución!personal!en!este!capítulo!de! la!Tesis!ha! sido! todo!el!estudio!
computacional!realizado!con!los!RRs!presentes!en!la!base!de!datos.!He!clonado!
los! RRs! y! he! realizado! los! ensayos! de! citometría! de! flujo,! realizados! en! la!
Unidad!de!Citometría!de!Flujo!en!el! INCLIVA,!Valencia.!La!mutagénesis!TREM!
fue!realizada!por!LifeTechnologies.!
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2.N! ESTUDIO! DE! SISTEMAS! DE! DOS! COMPONENTES!
ATÍPICOS.!
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Hemos! definido! a! los! TCSs! atípicos! como! aquellos! que! presentan!
variaciones! sobre! el! mecanismo! canónico! en! la! transducción! de! la! señal!
mediada! por! estos! sistemas.! Estas! variaciones! que! imprimen! el! carácter! de!
“atípico”! a! los! TCSs! pueden! ser! de!múltiples! naturalezas,! tales! como! la! falta!
y/o!modificación!de! los!dominios! catalíticos! conservados!en!HK!y!RR!que! les!
permiten!llevar!a!cabo!las!reacciones!de!autofosforilación!y!fosfotransferencia!
según!el!mecanismo!canónico,!como!es!el!caso!del!TCS!MaeKPMaeR,!o!como!la!
inclusión!de!proteínas!accesorias!al!sistema!que!modulan!la!transducción!de!la!
señal,!como!en!el!caso!del!TCS!NblSPRpaB/SrrAPSipA.!Sobre!ambos!sistemas!se!
tratará!en!los!siguientes!aparatados!de!este!trabajo!de!Tesis.!
!
2.1.N!SISTEMA!MaeKNMaeR.!
En!bacterias!lácticas!(LAB!del!inglés!Lactic(Acid(Bacterias),!el!metabolismo!del!
LPmalato! ocurre! por! dos! vías! diferentes.! Una,! permite! la! conversión! del! LP
malato! en! LPlactato! gracias! a! la! ruta! que! involucra! a! la! enzima! maloláctica!
(MLE!de!las!siglas!en!inglés!MaloLactic(Enzyme)!y!la!otra!convierte!el!LPmalato!
en!piruvato!mediante!el!enzima!málico!(ME!del!inglés!Malic(Enzyme).!!
La!bacteria!Lactobacillus( casei,(una! LAB! facultativamente!heterofermentativa!
que! se! utiliza! frecuentemente! como! cultivo! primario! para! la! producción! de!
alimentos! fermentados,! es! una! de! las! pocas! especies! con! la! habilidad! de!
metabolizar!el!ácido!LPmálico!por!ambas!rutas,!ME!y!MLE((Landete(J.(M.(et(al,(
2010;( 2013).! A! diferencia! de! lo! que! ocurre! en! Escherichia( coli! donde( la!
regulación!del!metabolismo!de!los!ácidos!dicarboxílicos!de!tres!carbonos!está!
controlado!por!el!TCS!DcuSPDcuR!(Scheu(P.(D.(et(al,(2010),( la!regulación!de!la!
transcripción!de!los!genes!involucrados!en!la!utilización!de!LPmalato!por!la!ruta!
MLE!está!controlada!por!un!regulador!transcripcional!del!tipo!LysR!(Landete(J.(
M.( et( al,( 2013)(mientras! que! la! utilización! del! LPmalato! por! la! ruta!ME! está!
controlada! por! el! TCS! perteneciente! a! la! familia! del! citrato! MaeKPMaeR!
(Landete( J.( M.( et( al,( 2010).! A! pesar! de! que! ambas! rutas! utilizan! el! mismo!
sustrato,!la!regulación!de!la!transcripción!génica!es!totalmente!independiente!
(Landete(J.(M.(et(al,(2013).!!
!
Los! genes! involucrados! en! la! ruta! ME! están! localizados! en! dos! operones!
divergentes!maePE!y!maeKR,!que!codifican!para!un!transportador!de!LPmalato!
(MaeP),!un!ME!(MaeE),!y!las!proteínas!formadoras!del!TCS!MaeKPMaeR!(la!HK!
MaeK!y!el!RR!MaeR).!Esta!disposición!en!dos!operones!se!encuentra!en!unas!
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pocas!especies!del!orden!Lactobacillales((Landete(J.(M.(et(al,(2010).((
Se!ha!demostrado!que!el!TCS!MaeKPMaeR!es!necesario!para! la!expresión!del!
operón!maePE,!en!concreto,!MaeR!es!necesaria!en!Enterococcus(faecalis(JH2C2(
(Mortera( P.( et( al,( 2012)! y! MaeK! en! Streptococcus( pyogenes( (Paluscio( E.( y(
Caparon(M.(G., 2015).(En!L.( casei,! en!presencia!de!LPmalato,! se! inactivan! los!
genes! que! codifican! para! los! transportadores! de! LPmalato! (maeP! y! mleT)!
mientras! que! la! transcripción! de!maeE! no! se! ve! afectada,! asociándose,! por!
tanto,!el!sistema!MaeKPMaeR!a!la!ruta!ME!(Landete(J.(M.(et(al,(2010;(2013).!(
!
Para! estudiar! mejor! el! TCS! MaeKPMaeR! nos! propusimos! caracterizar! las!
proteínas!que!componen!este!sistema!en!L.(casei! tanto! in(vitro(como( in(vivo,(
así!como!realizar!un!análisis!filogenético!de!este!sistema!en!otros!organismos!
de!la!familia(Lactobacillales.!Para!estudiar!la!arquitectura!de!ambas!proteínas!
se!utilizaron!los!servidores!informáticos!Pfam!(Finn(R.(D.(et(al,(2016)(y!SMART!
(Letunic(I.(et(al,(2014)(que!definen!la!naturaleza!de!dominios!por!homología!de!
secuencia.!!
2.1.1.N!Caracterización!in!vitro!de!MaeK.!
La!búsqueda!en!los!servidores!Pfam!y!SMART!para!MaeK!revelaba!la!presencia!
de!un!dominio!sensor!“Cache!domain!type!3”!(PF17203,!residuos!34P170)!en!la!
parte!NPterminal! comprendido!entre!dos!α! hélices! transmembrana! (residuos!
12P33! y! 171P195),! indicando! un! carácter! extracelular! para! este! dominio.!
Siguiendo!a!la!segunda!hélice!transmembrana,!y!por!ello!indicando!un!carácter!
citoplasmático,!los!programas!revelaban!la!presencia!de!un!dominio!regulador!
tipo! PAS! (CL0183,! residuos! 212P285)! y! dos! dominios! catalíticos,! un! dominio!
“alphaPhelical! SPOB_a”! (PF14689,! residuos! 308P375)! seguido! de! un! dominio!
fosfotransferasa!B!“SPOB_ab”!(PF14682,!residuos!383P514)!(Figura!29a).!!
La! arquitectura!de!MaeK! carecía!de! los!dominios! catalíticos! canónicos!de! las!
HKs,! DHp! (HisKA! o! HisKA_3)! y! CA! (HATPase_c),! sin! embargo,! contenía! un!
dominio! SPOB_a,! correspondiente! al! domino! catalítico! que! posee! la! His!
fosfoaceptora!en!las!HPt!tipo!Spo0B!reminiscente!del!dominio!DHp.!!
En! el! dominio! SPOB_a! de!MaeK! podemos! observar! la! presencia! de! una! His!
fosfoaceptora! (His334)! junto! al! residuo! acídico! adyacente! (Glu335)!
característico!de!las!HKs!canónicas!(Figura!29b),!como!ya!se!ha!comentado!en!
apartados! anteriores,! apoyando! que! este! dominio,! que! comprende! los!
residuos!308P375,!funcionaría!como!dominio!DHp.!!
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Por! el! contrario,! el! estudio! del! dominio! fosfotransferasa! SPOB_ab! de!MaeK!
reveló!la!ausencia!de!residuos!o!cajas!características!de!los!dominios!CA!de!las!
HKs!canónicas!y!que! son! requeridas!para! la!unión!del!ATP!y! la! catálisis!de! la!
reacción!de!autofosforilación!(Figura!29b).!De!la!misma!forma,!MaeK!no!posee!
el!ATPPlid! característico! en! las!HKs! canónicas! que! juega!un!papel! clave! en! la!
unión!del!nucleótido!e!interacción!con!otros!dominios!(Figura!29b).!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
Figura! 29.! Arquitectura! de! la! HK!MaeK.! Los! dominios! que! componen! la! HK!MaeK,! según! las!
bases!de!datos!Pfam!y!SMART.!(a)El!dominio!sensor!Cache_3!(PF17203)!entre! las!dos!regiones!
transmembrana.! El! dominio! regulador! PAS! (CL0183)! y! los! dominios! catalíticos! SPOB_a! y!
SPO0B_ab!(PF14689!y!PF14682!respectivamente).!(b)Alineamiento!de!secuencia!de!los!dominios!
catalíticos! en! las! HKs! de! E.( coli( DcuS! (DcuS_Ecoli)! y! EnvZ! (EnvZ_Ecoli)! y! la! HK! CitB! de!
Lactobacillus(brevis( (LVIS_0202)!con!MaeK.!Los! residuos!o!cajas!conservadas!en!el!dominio!de!
unión! a! ATP! aparecen! resaltados! en! amarillo! mientras! que! los! residuos! localizados! en! esas!
posiciones!en!MaeK!aparecen!resaltados!en!cian.!La!His!fosfoaceptora!también!se!resalta!en!cian!
mientras! que! el! residuo! acídico! adyacente! aparece! resaltado! en! rojo.! Las! estructuras!
secundarias! de! ambos! dominios! de! EnvZ,! así! como! los! nombres! de! las! cajas! conservada,!
aparecen!en!la!parte!inferior!del!alineamiento.!
!
Estos!datos! indicarían!que!MaeK!no!posee!un!sitio!de!unión!canónico!para!el!
ATP! o! directamente! que! es! incapaz! de! unir! este! nucleótido,! lo! que! impide!
clasificar! a! su! dominio! CA! como! dominio! HATPase_c,! propio! de! las! HKs!
canónicas,!por!los!servidores!informáticos!(Figura!29a).!
!
Con!el!fin!de!confirmar!en!MaeK!la!ausencia!de!residuos!o!cajas!que!definan!un!
dominio! CA! canónico,! se! obtuvo! un! modelo! estructural! de! dicho! dominio,!
usando!el!servidor! IPTASSER! (Yang(J.(y(Zhang(Y.,(2015).!El!modelo!estructural!
presentaba!la!arquitectura!característica!del!dominio!CA!en!las!HKs!canónicas!
MaeK          KTLLTLSRYLHFGLLQHDL-----PDTILIQLEYAQNRLTIVYHLDEPAKRTDFISLIHQ 
Dcus_Ecoli    ATLITTLGNLIENALEALGPE--PGGEISVTLHYRHGWLHCEVNDDGPGIAPDKIDHIFD 
LVIS_0202     VLALRIVSNLLDNAIAAITAPKSTDQVTLRLVLTATGTLTIVVTDTGSGISPAVRTQMFT 
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formadas! por! 5! hebras!β! y! 3! hélices!α! formando!un!plegamiento!mixto!α/β!
(Figura!30a).!!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
Figura! 30.! Modelo! estructural! del! dominio! de! unión! a! ATP! de!MaeK.! (a)Modelo! estructural!
obtenido!por!el! servidor! IPTASSER!para!el!dominio!CA!de!MaeK! (residuos!308P375)!muestra!el!
plegamiento! mixto! α/β.! Las! hebras! β! aparecen! coloreadas! en! rojo! y! las! hélices! α! en! azul.!
(b)Ampliación! del! sitio! de! unión! de! nucleótido! del! dominio! CA! en! MaeK.! (c)! Disposición! del!
ligando!en!el!dominio!CA!de!la!estructura!de!EnvZ!(PDB:4KP4)!(en!color!naranja)!y!modelado!de!
la!posible!disposición!del!ligando!en!el!dominio!CA!de!MaeK!de!acuerdo!a!EnvZ!(representado!en!
color!azul).!Las!cadenas!laterales!de!los!residuos!necesarios!para!la!unión!y!especificidad!por!el!
ATP!aparecen! representadas! (en!amarillo!para!EnvZ!y!en!azul!para!MaeK)!así! como!el!ATPPlid!
que!aparece!coloreado!en!rojo.!
!
Sin! embargo,! en! este! andamiaje! reminiscente! del! dominio! CA! ciertos!
elementos! estructurales! y! residuos! relevantes! difieren! de! los! observados! en!
HKs! canónicas.! Entre! ellos,! y! como! predecía! el! análisis! de! secuencia,! en! las!
posiciones!relevantes!para!la!unión!del!ligando!y!el!Mg2+!no!se!encuentran!los!
residuos! habituales! en! las!HKs! canónicas! (Asn! y! Asp),! que! dan! nombre! a! las!
cajas! conservadas,! comprometiendo! la!unión!de!estos! substratos.!Además!el!
ATPPlid!se!reduce!en!MaeK!a!tan!sólo!2!residuos,!siendo!deficitario!en!muchos!
de! los! residuos! que! interaccionan! con! el! nucleótido! como! muestran! las!
estructuras!de!otras!HKs!canónicas!(Figura!30b).!El!modelado!de!una!molécula!
de! ATP! unida! al! dominio! CA! de! MaeK,! realizado! por! la! superposición! de! la!
estructura! de! una! HK! canónica! como! EnvZ! resuelta! en! presencia! de! este!
nucleótido! (PDB:4KP4)! (Figura! 30c),! apoyan! la! incapacidad! de! este! dominio!
para! la!unión!del!nucleótido!puesto!que! los!residuos!de!Gly!y!Leu! localizados!
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en!las!cajas!N!y!D!en!MaeK!(Figura!28b),!junto!con!la!ausencia!de!un!ATPPlid,!no!
permitirían! la! estabilización! del! nucleótido! en! el! centro! activo.! Además,! la!
presencia!de!un!residuo!de!Lys! localizado!en!la!conexión!β3Pα3!representaría!
un!impedimento!estérico!para!el!emplazamiento!de!la!molécula!de!ATP!(Figura!
30c).!!
!
Para! comprobar! la! propuesta! de! que! MaeK! presenta! un! dominio! CA!
degenerado! que! no! puede! unir! nucleótido,! se! realizaron! ensayos! de!
autofosforilación! in(vitro!con!la!porción!citoplasmática!de!MaeK!(MaeKC),!que!
comprende! los! dominios! PAS,! SPOB_a! y! SPOB_ab! (residuos! 205P311).! Tras!
obtener! la! proteína! purificada! se! comprobó! mediante! cromatografía! de!
filtración! en! gel! y! ensayos! de! dicroísmo! circular! (DC)! que! la! proteína!MaeKC!
adquiría! una! estructura! terciaria! funcional.! En! la! cromatografía,!MaeKC! eluía!
en!un! volumen!acorde! con!un!peso!molecular! correspondiente! al! dímero!de!
HK!(Figura!31a),!observado!previamente!en!HKs!canónicas!funcionales!(Marina(
A.(et(al,(2005).!!
!
El! ensayo!de!DC!demostró!que!MaeK!contenía!una!proporción!de!estructura!
secundaria! correspondiente! a! un! 32%! de! hélice!α! y! 17.8%! de! hebra!β.! Esta!
proporción! se! correlacionaba! con! los! valores! de! estructura! secundaria!
obtenidos!con!el!modelo!in(silico,!el!cual!correspondía!a!un!37%!de!hélice!α!y!
22%!de!hebra!β!(Figura!31b).!Tanto!los!datos!de!filtración!en!gel!como!los!de!
DC!apoyaban!que!MaeKC!presentaba!un!plegamiento!correcto.!
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Figura!31.!Caracterización!de!la!estructura!terciaría!de!MaeKC.!(a)Cromatografía!de!filtración!en!
gel!de!MaeKC!muestra!que!la!proteína!eluye!como!una!proteína!globular!de!aproximadamente!
66KDa,!un!dímero!de! la!proteína.!Ensayos!de!SDSPPAGE!muestran! la!proteína!eluida!pura!y!no!
degradada!corriendo!como!una!proteína!de!33KDa!en!estado!desnaturalizado.!(b)Ensayos!de!DC!
con!MaeKC!muestran! como! la! proporción! de! estructura! secundaria! obtenida,! tras! analizar! los!
datos! con! el! servidor!Dichroweb( (Whitmore( L.( y(Wallace(B.( A.,( 2008),! se! correlaciona! con! los!
datos!obtenidos!por!el!servidor!Vadar!(Willard(L.(et(al,(2003)!a!partir!del!modelo!de!la!proteína.!!
!
Una!vez!caracterizada!la!estabilidad!estructural!de!MaeK,!se!midió!la!actividad!
quinasa! de! MaeKC! usando! diferentes! concentraciones! de! [γP32P]ATP! y! en!
presencia! de! diferentes! iones! divalentes.! Estos! ensayos! mostraron! que,! a!
pesar!de!usar!altas!concentraciones!de![γP32P]ATP!y!de!incubar!durante!largos!
periodos! de! tiempo,! no! se! detecta! actividad! quinasa!(Figura! 32a).! Se! decidió!
utilizar! concentraciones! de! substrato! y! tiempos! de! ensayo! no! habituales! en!
otras!HKs!canónicas!para!asegurarnos!que!MaeK!no!era!catalíticamente!activa,!
y!que!la!falta!de!autofosforilación!no!era!debida!a!las!limitaciones!del!ensayo.!
Nuestro! modelado! de! MaeK! sugería! que! la! falta! de! actividad! se! debería!
principalmente!a!la!incapacidad!de!este!enzima!para!unir!el!substrato,!ya!que!
sí!presentaba!el!residuo!fosfoaceptor.!Para!confirmar!este!punto!se!analizó!la!
capacidad!de!MaeKC!para!unir!el!ligando!AMPPNP,!un!análogo!no!hidrolizable!
del!ATP,!mediante!calorimetría!isotérmica!(ITC)!(Figura!32b).!Estos!ensayos!de!
ITC!muestran!como!MaeKC!es!incapaz!de!unir!AMPPNP!o!Mg2+!con!la!afinidad!
que! lo! hacen!otras!HKs! canónicas! (Figura! 32b).!Utilizando!esta! técnica!no! se!
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pudo! detectar! la! interacción!MaeKCPAMPPNP! en! presencia! de! 10mM!MgCl2,!
indicando! que! la! Kd! es! superior! a! 1mM,! límite! de! detección! del! equipo.! Los!
valores!habituales!para!unión!de!nucleótido!en!HK!canónicas!ronda!los!valores!
de!micromolar,!como!se!comprobó!con!la!HK!HK853,!para!la!cual!se!obtuvo!un!
valor!de!Kd!!de!8µM!en!este!equipo!(Figura!32b).!!
!
!
Figura! 32.! Caracterización! de! la! capacidad! de! autofosforilación! in! vitro! de! MaeKC.!
(a)Autofosforilación! de! MaeKC! visualizada! con! autorradiografía! utilizando! 0.1µCi! de! [γP
32P]ATP/0.5mM! ATP! y! 0.5µCi! de! [γP32P]ATP/0.5mM! ATP! así! como! 10mM! de! diferentes! iones!
divalentes! (MgCl2,! CaCl2! y! MnCl2)! tras! incubar! 10! y! 60! min.! La! autofosforilación! para! la! HK!
canónica! HK853! utilizando! 0.1µCi! de! [γP32P]ATP/0.5mM! ATP! y! 10mM! de! MgCl2! tras! incubar!
10min!se!muestra!como!control.!(b)Ensayos!de!ITC!de!MaeKC!en!presencia!de!10mM!MgCl2!y!en!
presencia!de!0.7mM!y!5mM!AMPPNP!con!10mM!MgCl2.!En!la!figura!se!muestran!las!respuestas!
de!calor!obtenidas!por!inyección!ajustadas!a!un!modelo!de!unión!1:1.!Las!constantes!obtenidas!
tras! el! análisis! de! los! datos! con! el! programa!NanoAnalyse! (TA! Instrument)! se! recopilan! en! la!
tabla.!Los!resultados!obtenidos!para!la!HK!canónica,!HK853,!también!se!recogen!en!la!figura.!
!
Los!resultados!in(silico(e!in(vitro(obtenidos!muestran!que!MaeKc!constituye!una!
proteína!estable!con!capacidad!de!adquirir!una!estructura!terciaria!similar!a!las!
HKs! canónicas! (Figura! 31).! Sin! embargo,! su! extremo! carboxiPterminal!
corresponde! a! un! dominio! CA! degenerado! que! no! puede! unir! nucleótido!
(incluso! a! concentraciones! fisiológicas! de! 5mM)! (Figura! 32b)! debido! a! la!
ausencia!de! los! residuos!catalíticos! conservados!en! las!HKs!canónicas! (Figura!
30).!Esta!imposibilidad!de!unir!el!substrato!explicaría!la!falta!de!actividad!para!
autofosforilarse,! al! menos! siguiendo! el! mecanismo! observado! en! otras! HKs!
canónicas!(Figura!32a).!Por!ello,!MaeK!puede!considerarse!una!HK!atípica.!!
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A!pesar!de!estos!resultados,!nuestro!análisis!in(silico!indicaba!que!MaeK!posee!
un! dominio! DHp! funcional! con! un! motivo! E/DxxT/N! tras! la! His! fosforilable!
(Figura! 29b).! Este! motivo! es! crítico! tanto! para! la! actividad! quinasa! como!
fosfatasa!en!las!HKs!canónicas!(Huynh(T.(N.(et(al,(2010). Este!resultado!abría!la!
puerta! a! que,! pese! a! no! tener! actividad! quinasa,! MaeK! podría! presentar!
actividad! fosfotransferasa,! obteniendo! el! grupo! fosforilo! de! otra! proteína!
dadora,!y/o!fosfatasa!sobre!su!RR!MaeR.!!!!
2.1.2.N!Caracterización!in!vivo!de!MaeK.!
Los!Drs.!Manuel!Zúñiga!y!Vicente!Monedero,!investigadores!del!laboratorio!de!
Bacterias!lácticas!y!probióticos!en!el!Instituto!de!Agroquímica!y!Tecnología!de!
Alimentos! (IATAPCSIC)! de! Valencia,! habían! demostrado! previamente! que! la!
delección! del! gen! maeK! (ΔmaeK)! en! L.( casei! impedía! el! crecimiento! de! las!
células! en! presencia! de! LPmalato! como! fuente! de! carbono.! Además,!
confirmaron!la!reversión!de!este!fenotipo!por!la!complementación!de!la!cepa!
mutante!con!el!gen!de!maeK!codificado!en!un!plásmido! (Landete( J.(M.(et(al,(
2010).!!
Tras!los!resultados!obtenidos!con!MaeKC!in(vitro,!y!en!colaboración!con!los!Drs.!
Manuel! Zúñiga! y! Vicente! Monedero,! se! realizó! una! aproximación! similar!
generando! una! cepa! de! L.( casei( en! la! cual! se! deleccionó! selectivamente! el!
dominio!CA!(residuos!378P514)!de!la!copia!genómica!de!maeK!para!generar!la!
cepa!MaeKΔCA.!!
Al!igual!que!los!resultados!obtenidos!con!ΔmaeK,!la!cepa!MaeKΔCA!no!podían!
crecer!en!presencia!de!LPmalato!(Figura!33)! lo!que!sugería!que!el!dominio!CA!
era!necesario!para! la!activación!del!TCS,!aunque!no!podía!descartarse!que! la!
delección!del!dominio!CA! indujera!a!que! la!proteína!MaeKΔCA!adquiriera!un!
plegamiento!aberrante!que!impidiera!su!correcta!inserción!en!la!membrana.!!
La! complementación!de! la! cepa!MaeKΔCA! con!el! plásmido!que!expresaba! la!
copia! silvestre! de!MaeK!mostró! una! restauración! parcial! del! crecimiento! en!
presencia! de! LPmalato! (Figura! 33).! Este! hecho! podía! explicarse! por! la!
formación!de!heterodímeros!MaeKPMaeKΔCA!cuya!actividad!estaría! reducida!
en!comparación!con!la!del!dímero!silvestre,!apoyando!que!MaeKΔCA!presenta!
un!plegamiento!óptimo!y!que!el!dominio!CA!juega!un!papel! importante!en!la!
señalización!mediada!por!MaeK.!
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Figura! 33.! Ensayos! de! crecimiento! de!
las! cepas! de! L.! casei! con! MaeK!
deleccionada.! Crecimiento! de! la! cepa!
control!de!L.(casei((BL23)!y!de!las!cepas!
ΔmaeK! y! MaeKΔCA! complementadas!
con! el! plásmido! que! expresa! MaeK!
(MaeKΔCA+MaeK)! en! un! medio!
suplementado! con! 5g/L! de! ácido! LP
málico.! Los! valores! representados!
corresponden! con! 3! experimentos!
independientes!donde!las!desviaciones!
estándar!se!representan!con!barras.!
2.1.3.N!Caracterización!in!vitro!e!in!vivo!de!MaeR.!
En! paralelo,! realizamos! un! estudio! de! la! arquitectura! de! MaeR! similar! al!
realizado! para! MaeK.! Dicho! estudio! mostró! que! MaeR! contenía! una!
arquitectura! típica! de! RRs! canónicos,! con! un! dominio! REC! fosfoaceptor!
(residuos!1P122)!y!un!dominio!efector!de!unión!a!ADN! (DBD!de! sus! siglas!en!
inglés! DNA( Binding( Domain)! tipo! wHTH! (residuos! 123P229).! El! modelado! in(
silico(del!RR!mediante!el!servidor!IPTASSER!(Yang(J.(et(al,(2015)(corroboró!esta!
disposición!y!una!alta!homología!estructural!con!el!RR!PrrA!de!Mycobacterium(
tuberculosis! perteneciente! a! la! familia! OmpR/PhoB! (Figura! 34).! Este!modelo!
muestra!como!MaeR!posee!todos!los!residuos!conservados!necesarios!para!su!
fosforilación,! incluyendo! el! Asp! fosfoaceptor! (Asp54)! en! una! disposición!
idónea!para!su!fosforilación!(Figura!34),!sugiriendo!que!MaeR!podría!ser!un!RR!
canónico.!
!
!
!
!Figura! 34.! Arquitectura! del! RR!
MaeR! y! su! homólogo!
estructural! PrrA.! Estructura!
terciaria!del!RR!PrrA!(PDB:1YS6)!
y! el! modelo! de! MaeR! para! los!
dominios!REC,!parte! superior,! y!
los! dominios! de!unión! a!ADN!o!
DBD!tipo!wHTH,!parte!inferior.!!
!
!
!
!
!
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El!hecho!de!que!MaeR!poseyera!todos!los!residuos!catalíticos!necesarios!para!
su! fosforilación!y!puesto!que! los!RRs! son!capaces!de!autofosforilarse! in( vitro!
por! la! presencia! de! pequeños! fosfodonadores! como! el! acetil! fosfato! (AcP)!
(Lukat( G.( S.( et( al,( 1992),! nos! llevó! a! comprobar! si! MaeR! era! capaz! de!
autofosforilarse! con! 32PPAcP! in( vitro,! ya! que! los! datos! presentados!
anteriormente! descartaban! a! MaeK! como! proteína! quinasa.! Para! realizar!
dichos!ensayos!se!incubó!el!dominio!fosfoaceptor!de!MaeR,!!MaeRREC!(residuos!
1P121),! con! 17mM! de! 32PPAcP! a! diferentes! tiempos! (5P60min)! y! a! diferentes!
temperaturas!(37,!25!y!4ºC)!(Figura!35a).!Los!resultados!obtenidos!mostraban!
una! baja! capacidad! de! autofosforilación! con! AcP! a! 25ºC! y! no! mostraban!
autofosforilación! de! la! proteína! ni! a! 4ºC! ni! a! 37ºC! (Figura! 35a).! Estos!
resultados! indicaban! que! MaeR! es! capaz! de! fosforilarse! por! pequeños!
fosfodonadores!como!otros!RR,!pero!que!esta!capacidad!es!muy! limitada!y/o!
MaeRREC!fosforilado!es!altamente!!inestable.!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
Figura!35.!Ensayos!de!autofosforilación!de!MaeR!con!32PNAcP.!Ensayos!de!autofosforilación!con!
17mM! de! 32PPAcP! visualizados! mediante! autorradiografía! utilizando! MaeRREC! silvestre! y!
mutantes!del!residuo!fosfoaceptor!(D54N!y!D54A)!(a)incubando!durante!5,!15,!30!y!60!min!a!tres!
temperaturas!diferentes!37,!25!y!4ºC,!e!(b)incubando!durante!1h!con!0,1!y!10mM!de!AcP!frío.!
(c)Ensayos! de! autofosforilación! de! las! formas! silvestre! y! mutantes! (D54N! y! D54A)! de! MaeR!
completa!(MaeRFL)!con!
32PPAcP!tras!incubar!durante!5,!10,!20!y!40!min.!
2.1.4.N!Importancia!del!residuo!Asp54!fosfoaceptor!in!vitro!e!in!vivo.!
Para! asegurar! que! la! fosforilación! de! MaeR! se! producía! en! el! residuo!
fosfoaceptor!canónico!de!los!RR,!Asp54!en!el!caso!de!MaeR,!se!diseñaron!dos!
mutantes! en! este! residuo,! uno! a! Asn! (MaeRREC! D54N)! y! otro! a! Ala! (MaeRREC!
D54A)!y! se! realizaron!de!nuevo!ensayos!de!autofosforilación! in(vitro(con! 32PP
AcP.! Estos! ensayos! mostraron! que! los! mutantes! eran! incapaces! de!
autofosforilarse!(Figura!34b)!confirmando!que!la!autofosforilación!de!MaeRREC!
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silvestre,!aunque!tenue,!se!llevaba!a!cabo!en!el!residuo!Asp54.!Estos!ensayos!
también!se!llevaron!a!cabo!con!las!especies!silvestre!y!mutante!en!la!proteína!
completa! (MaeRFL)! mostrando! que! la! especie! silvestre! tiene! la! misma! baja!
capacidad! de! autofosforilación! que! MaeRREC! y! la! nula! capacidad! para! los!
mutantes!en!Asp54,! indicando,!como!ya!se!ha!comprobado!en!múltiples!RRs,!
que! la! autofosforilación! era! independiente! de! la! presencia! o! ausencia! del!
dominio!efector!(Figura!35c).!!
!
En! los! RRs! canónicos,! la! activación! por! fosforilación! conduce! a! la!
oligomerización!de!la!proteína!(Gao(R.(y(Stock(A.(M.,(2010).!A!pesar!de!la!baja!
fosforilación!del!RR!MaeR,!intentamos!visualizar!la!formación!de!algún!tipo!de!
oligómero,! principalmente! dímeros,! propio! de! un! RR! activado.! Para! ello!
utilizamos! la! técnica! de! cromatografía! de! filtración! en! gel! tanto! con!MaeRFL!
como! con! MaeRREC,! utilizando! las! especies! silvestres! y! mutantes.! Todas! las!
proteínas! utilizadas! en! el! experimento! eluyeron! en! un! volumen!
correspondiente!a!la!proteína!en!estado!monomérico!tanto!en!presencia!como!
en!ausencia!de!AcP!(Figura!36).!
!
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Figura!36.!Estado!oligomérico!en!solución!de!MaeR!tras!su! fosforilación.! (a)Cromatografía!de!
filtración!en!gel!para!MaeRFL!(cromatograma!superior)!y!MaeRREC!(cromatograma!inferior),!tanto!
las!especies!silvestres!como!los!mutantes,!en!presencia!y!ausencia!de!50mM!de!AcP.!!
!
Estos! resultados! abrían! la! posibilidad! a! que! MaeR! no! dimerizará! tras! su!
activación,!como!ocurre!con!otros!RRs!que!no!poseen!dominio!efector,!o!que!
la! proporción! de! MaeR! dimérica! (u! oligomérica)! fuera! tan! baja,! tal! y! como!
sugieren! los! ensayos!de! autofosforilación!del! RR! con!AcP,! que!no!permitiera!
detectarla!mediante!esta!técnica.!
!
Ensayos! genéticos! previos! indicaban! que! MaeR! actuaba! como! un! activador!
transcripcional!de!la!expresión!de!los!genes!mae!responsables!del!catabolismo!
del! LPmalato! en! L.( casei( (Landete( J.(M.( et( al,( 2010),(por! lo! que! se! diseñaron!
ensayos!in(vivo(e(in(vitro(para!testar!si!dicha!regulación!estaba!mediaba!por!la!
fosfororilación!del!Asp54.!De!nuevo,!los!ensayos!in(vivo!se!realizaron!mediante!
una!colaboración!con!el!Dr.!Zúñiga!y!el!Dr.!Monedero,!utilizando!dos!cepas!de!
L.(casei(con!las!mutaciones!a!Asn!y!Ala!del!Asp54!que!denominamos!MaeRDN!y!
MaeRDA! respectivamente.! Ensayos! de! crecimiento! mostraban! como! estos!
mutantes! eran! incapaces! de! crecer! (Figura! 37a)! en! presencia! de! LPmalato!
confirmando! la! importancia! del! residuo! Asp54! para! la! actividad! in( vivo( de!
MaeR.!!
Figura! 37.! Efecto! in! vivo! de! los! mutantes! D54N! y! D54A! de! MaeRFL! con! su! promotor!mae.!
(a)Ensayos!in(vivo(en!L.(casei(de!crecimiento!en!medio!suplementado!con!5g/L!de!LPmalato.!Los!
valores!representan!la!media!de!tres!experimentos!independientes!en!la!cepa!control,!BL23,!en!
la!cepa!deleccional!de!MaeRFL,!ΔMaeRFL,!y!en! las!deleccionadas!de!MaeRFL!suplementadas!con!
los!mutantes!MaeRFL!D54N!y!D54A,!MaeRDN!y!MaeRDA!respectivamente.!(b)Ensayos!EMSA!de!
MaeRFL!y!los!mutantes!D54N!y!D54A!a!su!promotor!mae.!Las!reacciones!se!llevaron!a!cabo!con!
100!ng!del!promotor!y!62,!125,!250!y!375!ng!de!proteína!en!ausencia!de!AcP!(parte!superior)!y!
con!125ng!de!proteína!y!0,!1,!5!y!10mM!de!AcP!(parte!inferior).!
!
           WT                          D54N                         D54A 
free DNA 
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Para! los!ensayos! in(vitro(se!realizaron!experimentos!de!retardo!en!gel! (EMSA!
de!las!siglas!en!inglés!Electrophoretic(Mobility(Shift(Assay)!que!nos!permitieran!
estudiar! la! interacción! de! MaeRFL! y! de! los! mutantes! D54N! y! D54A! con! el!
promotor!mae!previamente!descrito!(Landete(J.(M.(et(al,(2010).(A!pesar!de!la!
baja! autofosforilación! observada! en! MaeK! con! 32PPAcP! en! experimentos!
anteriores!(Figura!35),!la!unión!de!MaeRFL!con!su!promotor!mae(en!presencia!
de!AcP!se!ve! incrementada!con! respecto!a! la!unión!sin!AcP! (Figura!37b).! Los!
ensayos!de!EMSA!realizados!con!los!mutantes!D54N!y!D54A!muestran!como!el!
mutante! a! Ala! ha! perdido! totalmente! la! capacidad! de! unirse! a! su! promotor!
mientras!que!el!mutante!a!Asn!conserva!su!capacidad!para!interaccionar!con!el!
promotor!mae! aunque! el! AcP! no! parece! incrementar! su! capacidad! de! unión!
(Figura! 37b).! Estos! resultados! apoyan! el! papel! de! la! fosforilación! en! la!
regulación!de!la!unión!de!MaeR!a!su!promotor!diana.!!
2.1.5.N!Interacción!MaeKNMaeR.!
El!hecho!de!que!MaeK!sea!requerida!para!la!señalización!del!sistema!pero!que!
MaeKC! no!presente! actividad!quinasa! in( vitro,( tal! y! como!muestran! nuestros!
resultados,! y! que! MaeR! esté! regulada! por! fosforilación,! nos! llevo! a! buscar!
mecanismos!alternativos!de!activación!del!sistema.!MaeK!conserva!un!dominio!
DHp!canónico!con!el!residuo!de!His!fosfoaceptora!y!el!motivo!E/DxxT/N!crítico!
para!la!actividad!fosfatasa!conservado!en!las!HKs!canónicas,!este!hecho!abría!
la!puerta!a!que!MaeKc!fuera!una!fosfatasa!que!interaccionara!con!MaeR!para!
desfosforilarla! tras! su! activación! por! pequeños! fosfodonadores! u! otras!
quinasas.! Aunque! MaeR! presenta! una! baja! capacidad! de! autofosforilación,!
comprobamos!si!MaeK!poseía!actividad!fosfatasa!sobre!ella.!Los!experimentos!
de! desfosforilación! de! MaeRREC,! fosforilada! previamente! con! AcP,! no!
permitieron!detectar!desfosforilación!del!RR!en!el!transcurso!del!experimento!
(Figura!38a).!!
Así! pues,! nuestros! ensayos! mostraban! que! MaeKC! carecía! de! actividad!
fosfatasa!sobre!MaeRREC! in(vitro.!Por!otra!parte,!se!realizaron!ensayos!nativoP
PAGE! para! detectar! la! formación! de! complejo! MaeKPMaeR,! sin! embargo,!
ninguno! de! los! constructos! de!MaeR,!MaeRREC! y!MaeRFL,! rindió! un! complejo!
suficientemente!estable!como!para!detectarse!con!esta!técnica!(Figura!38b).!!
!
En! conjunto,! los! resultados! sugieren! que! la! ausencia! de! actividad! fosfatasa!
podría!deberse!a! la!baja!estabilidad!que!muestra!el!complejo!MaeKCPMaeRREC!
(Figura! 38a),! o! bien,! a! que! sea! necesaria! la! presencia! del! resto! de! dominios!
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transmembrana!y!sensor!de!MaeK!o!incluso!proteínas!adicionales!para!que!se!
lleve!a!cabo!la!formación!del!complejo!y!con!ello!la!desfosforilación!del!RR.!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
Figura! 38.! Ensayos! de! desfosforilación! e! interacción! de! MaeR! por! MaeKc.! (a)Ensayos! de!
desfosforilación!de!las!proteínas!MaeRREC!y!MaeRFL,!fosforadas!previamente!1h!con!
32PPAcP,!por!
MaeKC!tras!su!incubación!durante!1,!2,5,!5!y!15min!visualizadas!con!autorradiografía.!(b)Ensayos!
nativoPPAGE!de!las!proteínas!MaeRFL!y!MaeRREC!solas!e!incubadas!1h!con!MaeKC!visualizadas!con!
tinción!comassie.!
!
2.1.6.N! MaeRREC! dimeriza! con! una! conformación! “swapped”! tras! su!
activación.!!!
Para! obtener!más! información! acerca! de! las! bases!moleculares! que! rigen! el!
mecanismo!de!activación!de!MaeR,!abordamos! la! resolución!de! la!estructura!
tridimensional! de! MaeRREC! en! su! estado! activo! e! inactivo! por! técnicas! de!
cristalografía!de!macromoléculas.!Para!obtener!el!estado!activo!o!fosforilado,!
utilizamos! BeF3P,! un! mimetizador! del! grupo! fosforilo! (Yan( D.( et( al,( 1999;(
Wemmer(D.(E.(y(Kern(D.,(2005),!en!los!ensayos!de!cristalización,!mientras!que!
para! obtener! la! forma! inactiva! o! desfosforilada! se! utilizó! la! forma! apo! del!
enzima.! Sólo! se!obtuvieron! cristales!de!MaeRREC! a!4,5mg/ml!en!presencia!de!
BeF3P! y!MgCl2! en! la! condición! 0,1M!MES! pH6,5! y! 1,2M! sulfato! de!magnesio,!
sugiriendo!que! la!conformación!fosforilada!del!dominio!REC!es!más!estable!y!
compacta,! lo! que! facilita! su! cristalización.! Los! cristales! difractaron! a! una!
resolución! máxima! de! 2.1! Å! (Tabla! 5)! y! la! estructura! fue! resuelta! por!
reemplazo!molecular!utilizando!como!modelo!el!PDB:1ZH4!correspondiente!al!
RR! KdpE.! Una! vez! trazada! la! estructura! se! pudo! observar! que! la! unidad!
asimétrica!contenía!dos!monómeros!de!MaeRREC!que!se!organizaban!formando!
un! dímero! similar! al! mostrado! en! el! RR! completo! RegX3! (RegX3FL)! de!
MaeKc 
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- 
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- 
- 
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Mycobacterium(tuberculosis((PDB:2OQR)!(Figura!39a!y!40)!(KingCScott(J.(et(al,(
2007).!!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
Tabla! 5.! Datos! de! difracción! y! refinado! para! MaeRREC! y! MaeRREC! D54A.! En! paréntesis! se!
muestran!los!datos!para!el!intervalo!de!máxima!resolución.!
!
Al!igual!que!RegX3FL,!el!dímero!de!!MaeRREC!en!presencia!de!BeF3P,!se!formaba!
a!través!de!las!estructuras!secundarias!α4β5α5!(Figura!39a),!como!ocurre!en!la!
mayoría!de!RRs,!pero!en!el!caso!de!ambas!proteínas!la!hebra!β5!y!la!hélice!α5!
se! encuentran! intercambiadas! o! “swapped”! (Figura! 39a)! entre! ambos!
monómeros.!Aunque!este! tipo!de!dimerización!no!es!corriente!en! los!RRs,!el!
MaeRREC' MaeRREC'D54A'
RECOGIDA)DE)DATOS)
))Línea)en)ESRF) I29$
))Línea)en)DLS)) I04$
))Grupo)espacial) I41$ I41$
))Dimensiones)de)la)celda) 90$ 11,586$
))))))))))a,)b,)c)(Å)) 75,79,$75,79,$147,55$ 76,64,$76,64,$149,26$$
)))))))))α,)β,)γ)(°)) 90,$90,$90$ 90,$90,$90$
))Longitud)de)onda)(Å)) 0,97624$ 0,97627$
))Resolución)(Å)) 27,91L2,11)(2,22L2,11)) 43,85/3,10$(3,27/3,10)$
))Rmerge)(%)) 4,4$(67,4)$ 6,1$(54,0)$
))Rpim)(%)) 1,7$(26,3)$ 4,1$(37,3)$
))Mean)I/δ)(I)) 22,1$(3,2)$ 11,2$(2,2)$
))CompleQtud)(%)) 99,8$(98,9)$ 99,2$(99,1)$
))Redundancia) 7,5(7,4)$ 3,1$(3,0)$
REFINADO)
))Resolución)(Å)) 29,6/3,0$(3,2/3,0)$ 49,7/3,8$(4,0/3,8)$
))Nº)de)reﬂexiones) 179$137/23$899$ 23$722/7$772$
))(observadas/únicas)) (25$645/3$477)$ (3$367/1$119)$
))Rwork/Rfree)(%)) 20,3/23,1$ 22,6/28,6$
))Nº)de)átomos)
)))))Proteína) 1$984$ 1$964$
)))))Ligando/ión) 10$ 10$
)))))Agua) 86$ 8$
))Factores)B)(Å))
)))))Proteína) 54,2$ 116,8$
)))))Ligando/ión) 37,8$ 95,6$
)))))Agua) 57,3$ 76,7$
))Desviaciones)r,m,s,)
))Distancias)de)enlace) 0,007$ 0,008$
))Ángulos)de)enlace) 1,27$ 1,29$
))Código)PDB) 5LWK$ 5LWL$
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contenido! de! solvente! en! la! unidad! asimétrica! era! bastante! elevado!
(aproximadamente! 67%),! de! forma! que! no! existían! interacciones! extra! que!
pudieran! forzar! el! empaquetado! de! la!molécula! para! formar! el! cristal,! y! por!
tanto! la! conformación! tipo! “swapped”! observada! en! el! dímero! no! debía!
corresponderse! con! un! artefacto! cristalográfico.! Además,! el! área! que! usaba!
MaeRREC! para! dimerizar! era! de! aproximadamente! 2018! Å2! con! una! energía!
libre!de!solvatación!(∆iG)!de!P34kcal.molP1,! lo!que!apoyaba!la!estabilidad!de!la!
estructura!dimérica!observada!para!MaeRREC.(!
Figura! 39.! Estructura! MaeRREC! en! presencia! de! BeF3
N.! (a)Representación! del! dímero! tipo!
“swapped”!de!MaeRREC!en!presencia!de!BeF3
P.!Un!monómero!aparece!coloreado!en!magenta!y!
otro!en!amarillo.!(b)Ampliación!del!centro!activo!de!uno!de!los!monómeros!de!la!estructura.!Las!
moléculas!de!BeF3
P,!de!Mg2+!y!las!dos!moléculas!de!agua!(W)!aparecen!representadas!así!como!
las! cadenas! laterales! de! los! residuos! que! intervienen! en! su! estabilización! en! color! verde.! Las!
líneas! discontinuas!muestran! las! interacciones.! (c)Superposición! de! las! secuencias! de! los! RRs:!
MaeRREC,! RegX3REC! y! PhoBREC.! El! residuo! de! Asp! fosforilable! aparece! resaltado! en! rojo.! En! las!
interacciones!que! conforman!el!dímero!para! cada!RR! se! resaltan! con!el!mismo!color! aquellos!
residuos!que!forman!la!misma!interacción.!!
!
Más! concretamente,! la! configuración! “swapped”! se! daba! gracias! al!
movimiento!de! la!zona!carboxiPterminal!de! la!proteína! (residuos!99P122)!que!
incluía! a! los! elementos! estructurales! β5α5,! los! cuales! rotaban!
aproximadamente!178°!(calculadas!mediante!el!programa!Dyndom)!(Taylor(D.(
et(al,(2014),(utilizando! la!conexión!β4Pα4!y! la!hélice!α4!como!bisagra! (Figura!
39a).! Acompañando! a! este! movimiento,! la! hélice! α4! se! reorientaba! y! se!
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localizaba! en! posición! perpendicular! a! la! hélice! α3! (Figura! 39a)! en! vez! de!
paralela,! como! se! observa! en! otros! RRs! de! la! familia! OmpR/PhoB.! Este!
movimiento!permitía!la!interacción!de!la!hélice!α4!de!uno!de!los!monómeros!
con! la! hélice! α4! del! otro! monómero! promoviendo! de! esta! forma! las!
interacciones!que!se! llevaban!a!cabo!principalmente!entre! la!hebra!β4!de!un!
monómero!con!la!hebra!β5!del!segundo!monómero!y!viceversa!(Figura!39c).!!
!
Figura!40.!Estructura!del!RR!con!dimerización!“swapped”!RegX3.!(a)Estructura!del!dominio!REC!
del!RR!RegX3!(PDB:2OQR)!(RegX3REC)!cuya!dimerización!es!de!tipo!“swapped”.!(b)Superposición!
de!la!estructura!de!MaeRREC!(en!colores!magenta!y!amarillo)!y!Reg3XFL!(PDB:2OQR)!(en!colores!
verdes)!donde!se!aprecia!como!ambos!RRs!dimerizan!de!igual!modo!a!pesar!de!que!la!estructura!
de!RegX3!corresponde!a!la!proteína!completa!mientras!que!la!estructura!de!MaeR!esta!formada!
únicamente!por!el!dominio!REC.!
!
Estudios! recientes! de! dinámica! conformacional! en! RegX3!muestran! como! la!
región! α4β5! es! crítica! para! la! adquisición! de! la! conformación! “swapped”!
(Ahmad( A.( et( al,( 2015).( Aunque! esta! conformación! explota! la! superficie!
formada!por!las!estructuras!secundarias!α4β5α5!para!dimerizar,!la!disposición!
relativa! de! los! monómeros! en! el! dímero! es! completamente! diferente! a! la!
observada!en!los!dímeros!tipo!4P5P5!al!que!pertenecen!los!RRs!canónicos!tipo!
OmpR/PhoB! donde! ambos! centros! activos! se! localizan! en! la!misma! cara! del!
dímero,!al! contrario!que!ocurre!en!MaeRREC,!donde!se!orienta!en!direcciones!
contrarias!(Figura!39a).!!
!
El!estudio!del!centro!activo!en!la!estructura!de!MaeRREC!mostraba!la!presencia!
de!BeF3P!unido!al!Asp54!fosforilable!en!cada!monómero!(Figura!39b).!La!unión!
del! BeF3P! a! MaeR! era! idéntica! a! la! observada! en! otros! RRs! canónicos!
cristalizados! con! el! fosfomimético! (ToroCRoman( A.( et( al,( 2005).! El! BeF3P!
contactaba! con! la! Lys104! conservada! localizada!en! la! conexión!β5Pα5,! con! la!
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Thr82!localizada!al!final!de!la!hebra!β4,!residuo!responsable!del!mecanismo!YP
T! en! RRs! canónicos! junto! con! la! Tyr101,! con! la! cadena! principal! de! la! Ala83!
localizada!en!la!conexión!β4Pα4!y!el!con!ión!Mg2+!(Figura!39b).!Por!otra!parte,!
el! ión! Mg2+! presentaba! la! coordinación! hexaédrica! característica!
interaccionando!con!el!Asp54!fosfoaceptor,!el!residuo!de!Asp9!conservado,!el!
oxígeno!de!la!cadena!principal!de!la!Arg56,!dos!moléculas!de!agua!coordinadas!
por!el!Asp9!y!la!Lys104,!y!con!la!molécula!de!BeF3P!(Figura!39b).!Por!último,!las!
cadenas! laterales!de! los! residuos!Thr82!y!Tyr101!estaban!orientadas!hacia!el!
centro!activo,!de!forma!que!MaeK!seguía!el!mecanismo!YPT!típico!descrito!para!
la!activación!en!los!RRS!canónicos!(Figura!39b).!Hay!que!resaltar!que!el!centro!
activo! de! cada! monómero! contenía! un! residuo! de! Lys104! catalítico,!
importante! en! los! procesos! de! fosforilación! y! desfosforilación! en! los! RRs!
canónicos,! y! un! residuo! de! Tyr101,! implicado! en! el! mecanismo! YPT,! de!
elementos! estructurales! “swappeados”! y! por! lo! tanto! pertenecientes! al!
monómero! contrario! (Figura! 39b).! De! esta! forma,! la! estructura! de! MaeRREC!
unida!a!BeF3P!! indicaba!que!la!formación!del!dímero!no!es!sólo!necesaria!para!
mantener! el! estado! fosforilado,! si! no! que! MaeR! debe! adoptar! una!
conformación! de! dímero! tipo! “swapped”! que! la! haga! competente! para! la!
fosforilación.!!
2.1.7.N! MaeRREC! D54A! también! dimeriza! en! una! conformación!
“swapped”.!
Para! entender! mejor! el! proceso! de! “swapping”! en! la! activación! de! MaeR,!
diseñamos! vías! alternativas! para! obtener! datos! estructurales! de!MaeRREC! en!
estado! inactivo! o! no! fosforilado.! Por! ello,! decidimos! cristalizar! el! mutante!
D54A!de!MaeRREC!el!cual,!según!nuestros!resultados,!no!puede!autofosforilarse!
en!presencia!de!AcP! (Figura!35b!y!c)!y!no!se!une!a! su!promotor!mae! (Figura!
37b).! Obtuvimos! cristales! de! esta! proteína! a! 15mg/ml! en! unas! condiciones!
ligeramente! diferentes! donde! el! sulfato! de! magnesio! en! el! que! crecían! los!
cristales! de! la! proteína! silvestre! es! sustituido! por! sulfato! de! litio! y! sulfato!
amónico,! (1M! sulfato! de! litio,! 0,5M! de! sulfato! amónico! y! 0,1M! citrato! de!
sodio).!El!análisis!de!difracción!mostró!que!los!cristales!presentaban!el!mismo!
grupo!espacial!y!unas!dimensiones!de!celda!casi!idénticas!a!los!obtenidos!con!
la! proteína! silvestre! en! presencia! de! BeF3P! (Tabla! 5),! lo! que! sugería! una!
organización!estructural!similar.!!
!
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La!estructura!de!MaeRREC!D54A!se!resolvió!por!reemplazo!molecular!utilizando!
el! modelo! de! la! proteína! silvestre,! revelando! la! presencia! de! un! dímero!
“swapped”!en!la!unidad!asimétrica!similar!al!obtenido!por!la!especie!silvestre!
(RMSD! de! 0,52! Å! para! la! superposición! de! los! Cα! de! los! 242! residuos! que!
conforman! el! dímero)! (Figura! 39a! y! 41a).! Sorprendentemente,! aunque! este!
mutante! no! podía! fosforilarse,! adoptaba! una! conformación! idéntica! al! RR!
fosforilado.!Un!análisis!detallado!del!centro!activo!de!la!estructura!explicó!este!
hecho.!!
Figura! 41.! Estructura! del! mutante! D54A! de! MaeRREC.! (a)Representación! del! dímero! tipo!
“swapped”!obtenido!por! difracción!de! rayos! X! del!mutante!D54A!de!MaeRREC.!Un!monómero!
aparece! coloreado! en! añil! y! otro! en! rosa.! (b)Ampliación! del! centro! activo! de! uno! de! los!
monómeros! de! la! estructura.! Las! moléculas! de! SO4
P
! aparecen! representadas! así! como! las!
cadenas! laterales!de! los! residuos!que! intervienen!en!su!estabilización!aparecen!coloreadas!en!
verde.!Las!líneas!discontinuas!muestran!las!interacciones.!
!
El!trazado!de!la!estructura!mostró!que!en!el!centro!activo!existía!una!densidad!
electrónica!no!explicable!por!la!proteína!que!se!identificó!y!trazó!como!un!ión!
sulfato.! Este! ión! sulfato! ocupaba! la! misma! posición! y! realizaba! contactos!
similares!a!los!mostrados!por!el! ión!BeF3P!en!la!especie!silvestre!(Figura!39b!y!
41b).!El!ión!sulfato!provenía!de!las!condiciones!de!cristalización!que!contenían!
altas!concentraciones!de!sulfato!(1.6M),!y!de!forma!habitual!los!iones!sulfatos!
mimetizan!a!los!iones!fosfato!ocupando!sus!posiciones!(Casino(P.(et(al,(2009).!
El! sulfato!mantiene! las! interacciones!con! los! residuos!catalíticos!conservados!
Lys104,!Thr82!y!la!cadena!principal!de!los!grupos!amida!de!la!Ala83!y!la!Arg56!
de!forma!similar!al!BeF3P!en! la!estructura!de! la!especie!silvestre!(Figura!39b!y!
41b).!Sin!embargo,!la!estructura!del!mutante!D54A!no!presenta!ión!Mg2+!en!el!
centro!activo,!y! los!residuos!implicados!en!la!unión!de!dicho!catión!muestran!
cambios!conformacionales.!!
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Los! residuos! implicados!en!mecanismo!YPT,!Thr82!y!Tyr101,!están!orientados!
hacia!el! centro!activo!del!mismo!modo!que!en! la! estructura!de!MaeRREC! con!
BeF3P!(Figura!39b),!apoyando!que!la!conformación!“swapped”!observada!en!el!
mutante!corresponde!al!estado!activado.!!
!
El! hecho! de! que! este! mutante! no! fosforilable! adopte! una! conformación!
dimérica! “swapped”! similar! a! la! proteína! en! estado! fosforilado,! y! que! se!
requieran! ambos! monómeros! para! generar! un! centro! activo! fosforilable,!
apoya!que!esta!conformación!se!debe!adoptar!previamente!a! la! fosforilación!
con! el! fin! de! generar! una! disposición! del! centro! activo! competente! para! la!
fosforilación.!La!ubicación!del!ión!sulfato!en!esta!conformación!apoya!además!
que!esta!conformación!es!óptima!para!albergar!al!grupo!fosforilo.!
!
2.1.8.N!Análisis!filogenético!de!los!genes!mae.!
La!reconstrucción!de!las!relaciones!filogenéticas!entre!los!genes!maeK,(maeR,(
maeP!y!maeE!se!realizó!en!colaboración!con!los!Drs.!Manuel!Zúñiga!y!Vicente!
Monedero!del!IATAPCSIC.!!
Este! análisis! filogenético! mostró! dos! grupos! de! genes! homólogos! para!
diferentes! especies! de! Lactobacillales:( mae1! y! mae2.! El! grupo! mae1! se!
caracteriza! porque! la! disposición!de! los! genes! implicados! en! el!metabolismo!
del! LPmalato! se! encuentra! formando! dos! operones! maePE! y! maeKR! con!
orientaciones! opuestas! (Figura! 42a).! En! este! grupo,! todos! los! genes!
correspondientes!a!HKs!codifican!para!proteínas!que!presentan!un!dominio!CA!
degenerado!similar!al!de!MaeK.!Por!el!contrario,!en!el!grupo!mae2! los!genes!
implicados!en!el!metabolismo!del! LPmalato! se!organizan!en!un!único!operón!
que! contiene! un! gen! codificante! para! un! transportador! de! LPmalato! (Figura!
42a),!homólogo!al!gen!mleT!que!interviene!en!la!ruta!maloláctica!(Landete(J.(M.(
et( al,( 2013),(y! donde! los! genes! correspondientes! a!HKs! poseen!dominios! CA!
canónicos.!
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Figura!42.!Análisis! filogenético!de! los!genes!mae.! (a)Análisis!filogenético!de!los!genes!mae(en!
diferentes! especies.! Los! genes! homólogos! presentan! el! mismo! color.! Las! flechas! indican! la!
dirección!de!la!transcripción.!(b)Árboles!filogenéticos!de!genes!homólogos!a!maeK!y!maeR.!Los!
grupos!de!genes!mae1!y!mae2!se!indican!en!la!figura.!!
!
Así! pues,! el! análisis! muestra! como! los! grupos! de! genes! mae2! y! mae1! han!
evolucionado!de!forma!independiente,!dado!que!el!contenido!de!genes!entre!
Fig. 8 
MAE1 
MAE2 
Fig. 9 
a
b
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ambos!grupos!difiere! (Figura!42a).!Los!genes!maeK!y!maeR!de!ambos!grupos!
están! lejanamente! relacionados! (Figura! 42b)! presentando! diferencias! en! los!
dominios! CA! de! los! genes!maeK! entre! ambos! grupos.! El! análisis! filogenético!
también! indica!que! los!genes!homólogos!de!maeK!y!maeR!posiblemente!han!
evolucionado! como! una! única! unidad.! De! forma! interesante,! cabe! destacar!
que!la!bacteria!Carnobacterium(maltaromaticum!LMA28!posee!ambos!grupos!
de!genes,!mae1!y!mae2.!!
!
Finalmente,! con! estos! resultados! podemos! afirmar! que! el! grupo! de! genes!
mae1!se!originó!desde!un!ancestro!común,!que!se!introdujo!en!Lactobacillales(
y! posteriormente! se! diseminó! como! una! única! unidad.! La! presencia! de!
parálogos! de!maeP! y!maeE! en! algunos! organismos! del! grupo!mae1,! aunque!
lejanamente!relacionados,!apoyarían!esta!afirmación!(Figura!42b).!!
!
Discusión.!
!
El! estudio! estructural! y! filogenético! del! TCS! MaeKPMaeR! muestra! que! las!
proteínas! MaeK! y! MaeR! de! L.( casei! conforman! un! TCS! involucrado! en! el!
metabolismo! del! citrato! al! igual! que! los! sistemas! DcuSPDcuR! y! CitAPCitB.! La!
regulación!de!estos!sistemas!normalmente!involucra!la!utilización!de!ácidos!di!
y! tricarboxílicos! (Landete( J.( M.( et( al,( 2010)! pero! existen! diferencias!
importantes!entre!el!TCS!MaeKPMaeR!y!otros!TCSs!ya!caracterizados.!Una!de!
ellas! es! la! presencia! de! un! dominio! CA! degenerado! en!MaeK! que! le! impide!
autofosforilarse! y! transferir! el! grupo! fosfato! a!MaeR.!Otra! diferencia! es! que!
algunas!HKs!de!esta!familia!necesitan!la!ayuda!de!proteínas!que!actúen!como!
coPsensores,!de! forma!habitual!un! transportador! (Unden(G.(et(al,(2016),(algo!
que! no! parece! ser! necesario! en! el! caso! de! MaeK! pues! la! ausencia! de!
transportadores!de!LPmalato!no!afectan!a! la! inducción!de! los!genes!diana!del!
sistema! MaeKPMaeR! (Landete( J.( M.( et( al,( 2013).! Los! ensayos! filogenéticos!
recogidos!en!esta!Tesis!Doctoral!junto!con!estudios!previos!(Landete(J.(M.(et(al,(
2010)!muestran! que! el! grupo! de! genes! homólogos!mae1! está! cercano! a! los!
TCSs! del! género!Bacillaceae! relacionados! con! el!metabolismo! del! LPmalato! y!
que! son! genes! que! evolucionaron! como! una! unidad.! Esto! sugeriría! que! las!
peculiaridades!de!los!TCSs!de!este!grupo!aparecieron!debido!a!una!adaptación!
genética! y! fisiológica! al! medio! en! un! ancestro! de! Lactobacillales( y! se! han!
mantenido!a!lo!largo!de!la!evolución!por!lo!que!el!mecanismo!de!transducción!
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de! la! señal! de!MaeKPMaeR! podría! ser! parecido! en! todos! los! TCSs! del! grupo!
mae1.!
!
La!activación!del!sistema!MaeKPMaeR!por!la!presencia!de!LPmalato!en!el!medio,!
modula!la!expresión!de!los!genes!del!operón!implicado!en!el!catabolismo!del!LP
malato,!maePE!(Landete(J.(M.(et(al,(2010;(2013).(La!mutación!a!Ala!y!Asn!en!el!
residuo!de!Asp!fosfoaceptor!de!MaeR!provoca!el!cese!del!crecimiento!en!cepas!
de!L.(casei(en!presencia!de!LPmalato,!además!estos!mutantes!no!se!fosforilan!
en!presencia!de!AcP.!Mientras!que!el!mutante!a!Ala!no!se!une!a!su!promotor!
diana!mae,! in( vitro,! el!mutante! Asn! puede! unirse,! aunque! es! insensible! a! la!
fosforilación! por! AcP.! Por! otra! parte,! la! afinidad! de!MaeR! fosforilado! por! su!
promotor! mae! es! mucho! mayor! que! cuando! no! puede! fosforilarse.! En!
conjunto,! estos! resultados! nos! sugieren! que! la! fosforilación! en! el! residuo!
Asp54!es!necesaria!para!que!MaeR!realice!su!función!in(vivo.!
!
La! estructura! del! dominio! REC! de! MaeR! nos! da! información! sobre! el!
mecanismo!molecular!de!activación!por!fosforilación!de!este!RR.!En!la!unidad!
asimétrica! existen! dos! moléculas! que! presentan! una! dimerización! tipo!
“swapped”!y!el!centro!activo!contiene!una!molécula!de!BeF3P!compatible!con!la!
fosforilación!del!residuo!de!Asp54.!Este!tipo!de!dimerización!se!ha!observado!
en!RegX3FL!que!presenta!una!conformación!activa.!El!hecho!de!que!MaeRREC,!
de!la!familia!Cit,!dimerice!de!la!misma!forma!que!RegX3FL,!un!RR!de!la!familia!
OmpR/PhoB! (Figura! 40b),! apoya! la! relevancia! biológica! de! este! tipo! de!
dimerización! la! cuál! viene! determinada! por! el! dominio! REC! y! parece! ser!
independiente!del!dominio!efector,!ya!que!en!el!caso!presentado!en!esta!Tesis!
tan!sólo!se!utilizó!el!dominio!REC!para! los!estudios!estructurales.!Además,! la!
característica!de!encontrar!este!tipo!de!dimerización!en!RRs!pertenecientes!a!
organismos!no! relacionados,! hace!pensar!que!posiblemente!existan!más!RRs!
con! este! tipo! de! dimerización! y! que! este! tipo! de! dimerización! “swapped”!!
definirá!un!nuevo!grupo!de!RRs.!!
El!hecho!de!que!la!estructura!cristalina!de!MaeR!presente!un!dímero,!a!pesar!
de! encontrarse! de! forma! mayoritaria! como! monómero! en! solución,! podría!
deberse!a!que!en!presencia!de!BeF3P!y!en! las! condiciones!de! cristalización,! la!
pequeña! proporción! de! forma! dimérica! “swapped”! se! vería! estabilizada,!
alcanzado! la! concentración! necesaria! para! que! se! produzca! la! nucleación! en!
cristalografía.! Una! vez! alcanzada! la! nucleación,! que! es! un! estado! sólido,! el!
equilibrio!en!la!solución!se!iría!desplazando!hacía!la!conformación!“swapped”,!
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actuando!este!núcleo!de!cristalización!como!sumidero!de!proteína!dimérica.!La!
presencia!de!esta!pequeña!cantidad!de!forma!dimérica!“swapped”!en!solución,!
que!no!hemos!podido!detectar!por!técnicas!de!cromatografía!de!filtración!en!
gel,! se! apoyaría! en! los! experimentos! de! fosforilación! in( vitro( con! AcP,! que!
revela! la! existencia! de! proteína! fosforilada.! Como! nuestros! resultados!
estructurales!muestran,!para!que!maeR!sea!competente!para!aceptar!el!grupo!
fosforilo!debe!estar!en!conformación!“swapped”.!
!
La! principal! incógnita! en! este! TCS! es! el! papel! de!MaeK! en! el!mecanismo! de!
acción!del!sistema!y!como!se!fosforila!MaeR!in(vivo.!El!hecho!de!que!mutantes!
del!gen!maeK(en!diferentes!especies!no!activen!la!expresión!de!los!genes!mae!
en!respuesta!a!LPmalato!in(vivo((Landete(J.(M.(et(al,(2010;(Paluscio(E.(y(Caparon(
M.(G.,(2015),(indica!claramente!que!MaeK!es!un!sensor!funcional!de!LPmalato!y!
juega!un!papel!destacado!en! la! transducción!de! la! señal.! Sin!embargo,! cómo!
MaeK!desencadena!la!señal!de!transducción!es!una!incógnita.!Una!posibilidad!
es! que,! en! respuesta! a! LPmalato,!MaeK! promueva! la! conformación! dimérica!
tipo!“swapped”!de!MaeR!haciéndolo!competente!para!su!autofosforilación!por!
pequeños! fosfodonadores.! De! este! modo! MaeK! funcionaría! a! modo! de!
chaperona!molecular!para!la!activación!del!sistema.!Un!mecanismo!similar!ha!
sido! propuesto! para! el! TCS! DesKPDesR! que! regula! genes! implicados! en! la!
fluidez!de!la!membrana!en!Bacillus(subtilis((Trajtenberg(F.(et(al,(2014).(En!este!
TCS,!el!RR!DesR!utiliza! las!estructuras!secundarias!α1α5!para!dimerizar.!Estos!
elementos!estructurales!están!implicados!en!la!interacción!con!la!HK!DesK!y!a!
través! de! ellos! modula! la! activación! del! RR! en! ausencia! de! fosforilación!
(Trajtenberg(F.(et(al,(2014).!El!estudio!del!RR!RegX3,!el!único!caso!recogido!en!
la!bibliografía!con!dimerización!“swapped”,!sugiere!también!la!presencia!de!su!
HK,! SenX3,! para! su! fosforilación! y! su! unión! al! promotor! (Glover( R.( T.( et( al,(
2007).( Ambos! ejemplos,! DesKPDesR! y! SenX3PRegX3,! difieren! del! TCS! MaeKP
MaeR!solamente!en!que!MaeK!es!considerada!una!HK!degenerada!sin!función!
quinasa.!
En!S.(pyogenes,! con!TCSs!pertenecientes!al! grupo!mae1,! se!han!descrito!dos!
mutantes,!ptsI!y!ptsH,!defectivos!en! las!proteínas!EnzymePI!y!HPr!del!sistema!
fosfotransferasa!(PTS)!del!fosfoenolpiruvato!(PEP)!que!son!capaces!de!inducir!a!
los!operones!maeP!y!maeE! con!su!consiguiente!defecto!en!el!crecimiento!en!
presencia!de!LPmalato!(Paluscio(E.(y(Caparon(M.(G.,(2015).(Este!sistema!PTS!es!
responsable! de! la! utilización! de! carbohidratos! con! su! consiguiente!
fosforilación! usando! PEP! como! fosfodonador.! Cambios! en! el! funcionamiento!
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de! este! sistema! provocan! cambios! en! la! concentración! de! metabolitos!
intracelulares! que! podrían! actuar! como! fosfodonadores! potenciales,! por!
ejemplo! el! AcP,! y! podrían! alterar! el! estado! de! fosforilación! de! la! proteína!
MaeR! intracelular! o! incluso! de! MaeK.! Las! proteínas! EnzymePI! y! HPr! están!
involucrados!en!muchos!procesos!de!regulación!de!proteínas! (Deutscher( J.(et(
al,( 2014).! Sin! embargo,! parece! que! este! no! es! el! caso! en! el! sistema!MaeKP
MaeR! ya! que! ensayos! preliminares! de! fosfotransferencia! in( vitro(entre! estas!
proteínas(no!mostraron!alteraciones!en!el!estado!de! fosforilación!en!MaeK!o!
MaeR!(Figura!43).!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
Figura!43.!Ensayos!de!fosfotransferencia!entre!EnzymeNI!y!HPr!con!MaeKNMaeR.!Visualización!
con! autorradiografía! de! la! fosforilación! con! 32PPPEP! y! fosfotransferencia! entre! las! proteínas!
EnzymePI,!HPr!y!las!proteínas!pertenecientes!al!TCS!MaeKPMaeR:!MaeKC,!MaeRFL!y!MaeRREC.!!
!
Nuestros! resultados!muestran! que! el! sistema!MaeKPMaeR! forma! un! TCS! no!
canónico,!al!presentar!su!HK!un!dominio!CA!defectivo!en!la!capacidad!de!unir!
ATP!y!no!competente!para! fosforilar!a! su!RR!diana,!el! cual!a! su!vez!dimeriza!
con! una! conformación! “swapped”! tras! su! activación! por! fosforilación,!
ampliando! de! esta! forma! la! variedad! de! mecanismos! por! los! que! TCS!
transducen! la! señal.! Cómo! una! HK! que! posee! un! dominio! de! unión! de! ATP!
degenerado! lleva!a!cabo!un!papel!en! la!fosforilación!y!activación!de!su!RR!es!
un! nuevo! paradigma! en! la! función! y! el! mecanismo! de! los! TCSs.! Además,! la!
dimerización! “swapped”! encontrada! en! el! RR! MaeR! parece! representar! un!
nuevo! mecanismo! de! dimerización! que! podría! encontrarse! en! otros! TCSs.!
Finalmente,!el!por!qué!el!sistema!MaeKPMaeR!actúa!en!el!metabolismo!del!LP
malato!en!Lactobacillales!y!cómo!este!TCS!ha!divergido!dentro!de!los!TCS!de!la!
familia!del!citrato!también!son!preguntas!que!aún!quedan!sin!responder.!
!
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Contribución.!
!
Mi!contribución!personal!en!este!capítulo!de!la!Tesis!ha!sido!la!realización!de!
todos! los!ensayos! in(vitro!que!aparecen!en!este!apartado,!a!excepción!de! los!
ensayos! EMSAs,! así! como! el! análisis! de! las! estructuras! obtenidas! en! el!
laboratorio! antes! de! mi! incorporación! al! mismo.! Los! ensayos! in( vivo! con! L.(
casei,! los! ensayos! EMSA! y! los! análisis! filogenéticos( fueron! realizados! en! el!
laboratorio!del!Dr.!Zúñiga!y!el!Dr.!Monedero!en!el!IATAPCSIC!en!Valencia.!
!
Los! resultados! obtenidos! en! este! apartado! fueron! publicados! en! 2017! en! la!
revista!Scientific!Report!con!la!siguiente!referencia:!!
MiguelNRomero!L.,!Casino!P.,!Landete!J.!M.,!Monedero!V.,!Zúñiga!M.,!Marina!A.!
“The!malate!sensing!twoPcomponent!system!MaeKR!is!a!nonPcanonical!class!of!
sensory!complex!for!C4Pdicarboxylates”!Scientific(Report.!2017!Jun!2;7(1):2708.!
doi:!10.1038/s41598P017P02900Pz.!
! !
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2.2.N!SISTEMA!NblSNRpaB/SrrANSipA.!
!
Las!cianobacterias!son!los!organismos!procarióticos!más!cercanos!a!las!plantas!
ya!que!llevan!a!cabo!la!fotosíntesis!de!manera!muy!similar!a!como!lo!hacen!los!
cloroplastos!en!las!plantas!superiores.!La!habilidad!de!controlar!correctamente!
la!luz!que!reciben!es!muy!importante,!ya!que!cuando!reciben!luz!en!exceso!su!
aparato!fotosintético!se!sobreexcita!y!se!produce!un!daño!celular!(Noguchi(T.(
et(al,(2002).!Las!cianobacterias!tienen!diferentes!mecanismos!para!responder!
a! un! estrés! generado! por! condiciones! de! alta! luz! como! la! síntesis! de!
polipéptidos! fotoprotectores! inducibles! por! alta! luz,! o! HLIPs,! del! inglés!High(
Light(Inducible(Polypeptides!(Dolganov(N.(A.(et(al,(1995).!!
Los!genes!hli(de!protección!frente!a!condiciones!de!alta!luz!se!encontraron!por!
primera!vez!en! la!cianobacteria!Synechococcus(elongatus(PCC7942!(Dolganov(
N.(A.( et(al,( 1995)! y!posteriormente! se!han!encontrado!en!otros! genomas!de!
cianobacterias! (Funk( C.( y( Vermaas(W.,( 1999),! en! algas! rojas! (Bhaya(D.( et( al,(
2002),!o!incluso!en!plantas!superiores!(Jansson(S.(et(al,(2000).!La!regulación!del!
gen!hilA!en!S.(elongatus(PCC7942(se!lleva!a!cabo!por!una!HK!sensora!capaz!de!
detectar! condiciones! de! alta! luz! y! luz! ultravioleta! A,! llamada! NblS.!
Posteriormente!también!se!han!atribuido!a!NblS!la!detección!de!la!disminución!
de!nutrientes!como!el!azufre!y!el!nitrógeno,!(van(Waasbergen(L.(G.(et(al,(2002),(
y! la! detección! de! cambios! en! la! fluidez! de! la! membrana! asociados! con!
condiciones!de!estrés!osmótico!o!salino!(Los(D.(A.(y(Murata(N.,(2004).(Por!todo!
ello,!NblS!es!considerado!como!un!regulador!maestro!de!la!respuesta!a!estrés!
en!cianobacterias.!
!
La!activación!de!NblS!por!disminución!de!nitrógeno!y!azufre!activa!la!expresión!
del! gen! nblA! que! desencadena! un! mecanismo! de! respuesta! denominado!
clorosis!o!“bleaching”.!Este!mecanismo!se!caracteriza!por!el!cambio!del!color!
verdePazulado,! propio! de! estas! bacterias,! a! color! amarillo! resultado! de! la!
degradación! de! los! ficobilisomas( (Collier( J.( L.( y( Grossman( A.( R.,( 1994).( La!
degradación! de! los! ficobilisomas! tiene! dos! funciones:! evitar! la! absorción!
excesiva!de!energía!de!excitación!en!condiciones!en!las!cuales!el!metabolismo!
celular!es! lento!y!obtener!un!aporte!extra!de!aminoácidos!para! la!síntesis!de!
nuevas!proteínas!necesarias!para!la!aclimatación!de!las!células!al!estrés.((
Pero! no! sólo! NblS! controla! la! expresión! del! gen! nblA! sino! también! muchas!
otras!proteínas!como!NblR!cuyo!gen!se!encuentra!cercano!a!nblA!(Kappel(A.(D.(
et(al,(2006).(NblR!es!un!RR!tipo!OmpR/PhoB!con!un!domino!efector!de!unión!a!
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ADN,!y!cuya!HK!no!se!conoce,!hecho!que!en!cianobacterias!es!bastante!común!
ya!que!las!proteínas!que!forman!un!mismo!TCS!suelen!encontrarse!separadas!
en!el!genoma!(Ashby(M.(J.(y(Houmard(J.,(2006)(y!no!forman!parte!del!mismo!
operón! como! ocurre! en! otros! organismos! bacterianos.! Este! hecho! genera!
dificultades! a! la! hora! de! asociar! los! RRs! e! HKs! que! conforman! un! TCS.!
Inicialmente!se!especuló!con!la!idea!de!que!NblS!fuera!la!HK!de!NblR!debido!a!
que!ambas!proteínas!comparten!genes!a!los!que!regulan!(Grossman(A.(R.(et(al,(
2001)! pero! nunca! se! detectó! interacción! entre! ambas! proteínas! ni! tampoco!
fosfotransferencia!(Ruiz(D.(et(al.,(2008).(!
La!primera!proteína!que!mostró!una! interacción! física!con!NblS! fue!SipA! (del!
inglés!NblS(interacting(protein(A),!un!pequeño!factor!de!regulación!conservado!
en!cianobacterias!(Espinosa(J.(et(al,(2006;(Salinas(P.(et(al(2007;(LópezCRedondo(
M.( L.( et( al,( 2010a)(que! estimulaba! la! actividad! de! autofosforilación! de! NblS!
(Tesis(Doctoral(LópezCRedondo(M.(L.,(Junio(2011).((
Posteriormente!se!encontraron!dos!RRs!denominados,!RpaB!y!SrrA,!capaces!de!
aceptar! el! grupo! fosforilo! de! NblS! dando! lugar! a! un! TCS! ramificado! NblSP
RpaB/SrrAPSipA!en!el!que!ambos!RRs!compiten!por!la!interacción!con!la!HK.!In(
vivo,! la! fosforilación! de! RpaB! es! necesaria! para! la! viabilidad! celular! además!
reprime!genes!inducibles!por!estrés!en!condiciones!de!alta!luz.!Por!el!contrario,!
SrrA!no!es!esencial!pero!activa!genes!de!aclimatación!a!condiciones!de!alta!luz!
y!su!efecto!no!puede!ser!sustituido!por!RpaB.!In(vitro,!los!ensayos!indican!que!
NblS! fosfotransfiere! preferentemente! a! SrrA! sobre! RpaB! pero! no! muestra!
preferencias! por! ninguno! de! los! dos! RRs! en! la! reacción! de! desfosforilación!
(LópezCRedondo( M.( L.( et( al,( 2010b).! Por! su! parte! SipA! se! une! a! NblS!
aumentando! tanto! la! capacidad! de! autofosforilación! de! la! HK! como! de!
fosfotransferencia!a!RpaB!y!SrrA!(Kato(H.(et(al,(2011),(hecho!que!nunca!antes!
se!había!encontrado!en!los!TCSs.!Por!todo!ello,!este!TCS!conforma!un!sistema!
atípico,! más! complejo! que! los! TCS! canónicos,! formado! por! dos! RRs! y! una!
proteína!coPactivadora.!
!
Hasta!el!inicio!de!esta!Tesis!Doctoral!había!cierta!información!in(vivo(e!in(vitro(
sobre!el!sistema!pero!ninguna!información!estructural!de!las!proteínas!que!lo!
formaban.!Con!el! fin!de!estudiar!el!mecanismo!molecular!de! reconocimiento!
entre!NblS!y!SipA!en!presencia!y!ausencia!de!los!RRs!RpaB!y!SrrA,!se!abordó!el!
estudio! estructural! de! este! sistema! atípico! mediante! cristalografía! de!
macromoléculas.! Estos! estudios! se! realizaron! en! colaboración! con! el!
laboratorio! de! la! Dra.! Asunción! Contreras! en! la! Unidad! de! Genética! de! la!
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Universidad!de!Alicante. 
2.2.1.N!Estudio!estructural!de!la!coNactivación!SipANNblS.!
La! particularidad! más! significativa! del! TCS! NblSPRpaB/SrrAPSipA! radica! en! el!
papel! regulador! de! la! proteína! coPactivadora! SipA.! Trabajos! previos! en! el!
laboratorio!del!Dr.!Alberto!Marina,!donde!se!ha!realizado!esta!Tesis!Doctoral,!
en!colaboración!con!la!Dra.!Asunción!Contreras,!habían!demostrado!que!SipA!
interacciona! con! NblS! a! través! de! su! dominio! CA! (Salinas( P.( et( al,( 2007).!
También! habían! demostrado! que! la! presencia! de! SipA! activa! tanto! la!
autofosforilación!de!NblS!como!la!fosfotransferencia!a!RpaB!y!SrrA!(Kato(H.(et(
al,( 2011).! Así! pues! decidimos! abordar! la! caracterización! estructural! del!
complejo!NblSPSipA.!
!
La! HK! NblS! esta! formada! por! un! dominio! sensor! (residuos! 46P193)! que! se!
localiza!entre! las!dos!hélices!transmembrana!(residuos!25P45!y!194P214)!y!no!
tiene!homología!con!ninguno!de!los!dominios!sensores!recogidos!en!las!bases!
de!datos!SMART!y!Pfam! (Letunic( I.(et(al,(2014;(Finn(R.(D.(et(al,(2016)( (Figura!
44).(La!región!citoplasmática!se!compone!de! los!dominios!reguladores!HAMP!
(residuos!213P262)!y!PAS!(residuos!282P392)!y!de!los!dominios!catalíticos!HisKA!
(residuos!396P464)!y!HATPase_c!(residuos!509P637)!(Figura!44)!característicos!
de!las!HKs!canónicas.!!
Para! el! estudio! estructural! del! complejo! NblSPSipA,! trabajamos! con! dos!
construcciones! de! NblS.! Una! de! estas! construcciones! comprende! toda! la!
región! citoplasmática! de! NblS! con! los! dominios! HAMP,! PAS,! DHp! y! CA!
(residuos! 219P664)! llamada! NblS219P664,! y! un! segunda! más! pequeña! que!
comprende! sólo! el! dominio! CA! (residuos! 466P664)! llamada!NblS466P664! (Figura!
44).!
!
!
!
!
!
Figura!44.! Representación!de! los!dominios!que! forman! la!HK!NblS.!Según! las!bases!de!datos!
SMART!y!Pfam,!NblS!esta!formada!por!dos!hélices!transmembrana,!TM,!entre!las!que!se!localiza!
un!dominio!sensor!desconocido.!Su!parte!citoplasmática!esta!formada!por!los!dominios!HAMP,!
PAS,! el! dominio!DHp! tipo!HisKA! y! el! dominio! CA,!HATPase_c.! En! la! parte! inferior! de! la! figura!
aparecen!representados!las!porciones!de!NblS!que!posteriormente!se!usaran!en!este!apartado!
de!Tesis.!
!
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Por!su!parte,!SipA!es!una!proteína!de!tan!sólo!74!residuos!cuyas!predicciones!
in( silico(muestran! una! estructura! tridimensional,! similar! a! los! dominios! SH3,!
que!es!rica!en!hebras!β!(LópezCRedondo(M.(L.(et(al,(2010a)((Figura!45).!!
!!
!
Figura! 45.! Modelo! in! silico! de! SipA.!
Modelo! in( silico! de! la! proteína! SipA!
obtenida! por! el! servidor! IPTASSER!
(Yang(J.(et(al,(2015).!!
!
!
!
!
!
!
Se! intentaron! cristalizar! los! complejos! SipA:NblS219P664!y! SipA:NblS466P664! tanto!
mediante! coPcristalización! de! las! proteínas! purificadas! de! manera!
independiente!como!mediante!cristalización!de!las!proteínas!obtenidas!por!la!
coPexpresión!de!NblS!y!SipA.!Para!la!coPcristalización,!se!utilizó!un!ratio!molar!
NblS466P664:SipA!de!1:3,!el!cual!habíamos!comprobado!por!ensayos!nativoPPAGE!
que!permitía!la!formación!del!complejo!(Figura!46).!No!fue!posible!observar!la!
formación! del! complejo! utilizando! el! constructo! de! NblS219P664! ya! que! fue!
imposible!detectar!la!proteína!NblS219P664!en!condiciones!nativas.!!
!
Figura! 46.! Formación! del! complejo!
NblS466N646! y! SipA.! Ensayos! nativoP
PAGE! en! gel! al! 15%! de! acrilamida!
muestran! la! interacción! entre!
NblS466P664! con! SipA! en! diferentes!
ratios!NblS:SipA.!
!
!
La!coPcristalización!de!NblS466P664:SipA,!se!llevó!a!cabo!en!ausencia!y!presencia!
de!ligandos!AMPPNP,!ADP!y!MgCl2,!sin!embargo,!no!se!obtuvieron!cristales.!!
Por! otra! parte,! se! abordó! la! cristalización! de! las! proteínas! de! forma!
independiente.! Para!NblS466P664,! no! se! obtuvieron! cristales! en!ninguna!de! sus!
variantes,!con!y!sin!los!ligandos!AMPPNP!o!ADP,!sin!embargo,!sí!se!obtuvieron!
cristales!para!SipA.!
!
!N
blS!
!SipA!
!1:3!
1:6!
!1:9!
!1:12!
!1:15!
NblS4661664!
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2.2.2.N!Cristalización!de!SipA.!!
Los!cristales!de!SipA!se!obtuvieron!utilizando!una!muestra!de!proteína!a!la!que!
se! le!había!eliminado! la!etiqueta!de!6His!utilizada!durante! la!purificación.!Se!
obtuvieron! cristales! con! dos! morfologías! diferentes! pero! que! crecían! en!
condiciones!muy!similares.!En!la!primera!morfología,!los!cristales!crecían!sólo!
a!altas!concentraciones!de!proteína! (90!mg/ml)! como! finas!placas!agrupadas!
en! la! condición:! 0,1M! Hepes! pH! 7,5,! 10%! polietilenglicol! 3350! (PEG3350)! y!
10mM!CdCl2! (Figura!47a).!El!patrón!de!difracción!de!estos!cristales!mostraba!
alta! anisotropía,! diferencias! en! la! capacidad! de! difracción! en! función! de! la!
orientación! del! cristal,! de! forma! que! no! fue! posible! obtener! una! adecuada!
recogida!de!datos!de!difracción.!!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
Figura!47.!Cristalización!de!SipA.!Cristales!obtenidos!para!la!proteína!SipA!(a)!a!90mg/ml!en!la!
condición! 0,1M! HEPES! pH7,5,! 10%PEG33350! y! 10mM! CdCl2! y! (b)! a! 45mg/ml! en! la! condición!
0,1M!HEPES!pH7,5,!12%PEG3350,!10mM!CdCl2!y!0,2M!de! tiocianato!de!potásico! (KSCN)!por! la!
técnica! “dropPratio”!en!el! ratio!2:1!de!proteína:sol.! cristalización.! (c)Cristales!obtenidos! con! la!
proteína! SipASeMet! ! a! 45mg/ml! en! las! condiciones! 0,1M!HEPES! pH7,5,! 10%PEG33350! y! 10mM!
CdCl2!con!la!técnica!“dropPratio”!en!el!ratio!3:1!de!proteína:sol.!cristalización.!(d)Ensayos!nativoP
PAGE!de!la!proteína!SipA!incubada!durante!1h!a!temperatura!ambiente!con!1mM!de!diferentes!
sales! de! metales! pesados:! Pt4+! (Hexayodoplatino! (IV)! potásico),! MgCl2,! KBr,! Pt
2+!
(Tretracloropatino!(II)!potásico),!NaBr,!CdCl3!y!Tiomersal!(C9H9HgNaO2S).!!
!
Se!obtuvo!un!segundo!tipo!de!cristales!con!morfología!romboide!utilizando!la!
técnica! de! “dropPratio”! (Luft( J.( R.( et( al,( 2007)( en! la! cuál! se! varía! el! ratio! de!
volumen! entre! la! proteína! y! la! solución! de! cristalización.! Esta! aproximación!
0,1M%HEPES%pH%7,5,%%
10%PEG3350,%%
10mM%CdCl2%
0,1M%HEPES%pH7,5%
10mM%CdCl2%
0,2M%KSCN%
12%PEG3350%
Pt
+4
%
M
gC
l 2%
KB
r%
Pt
+2
%
Au
N
a 3
%
N
aB
r%
Gd
Cl
3%
Ti
om
er
sa
l%
E%
a% b%
c% d%
0,1M%HEPES%pH%7,5,%%
10%PEG3350,%%
10mM%CdCl2%
“Drop&ra(o”*2:1*
“Drop&ra(o”*3:1_SelMet*
RESULTADOS!Y!DISCUSIÓN!2!
!
!166!
tiene!impacto!tanto!en!la!concentración!de!proteína!como!en!la!velocidad!de!
equilibrado!entre!gota!y!solución!de!cristalización.!Los!cristales!de!morfología!
romboide!se!obtuvieron!utilizando!como!muestra!SipA!a!una!concentración!de!
45mg/ml!en!el!ratio!proteína:solución!de!cristalización!de!2:1!(Figura!47b).!La!
resolución! máxima! obtenida! con! estos! cristales,! a! una! longitud! de! onda! de!
λ=0,979247!Å,!fue!de!3.1!Å!con!un!grupo!espacial!de!P432!y!con!dimensiones!
de!celda!de!a=b=c=90,36!y!α=β=γ=90.!De!acuerdo!al!coeficiente!de!Mathews!la!
unidad!asimétrica!podría!contener!dos!moléculas!de!SipA.!Intentos!de!resolver!
la! estructura! por! reemplazo! molecular! utilizando! algunos! modelos! de!
dominios!SH3!fracasaron.!!
!
La!necesidad!de!obtener!fases!experimentales!nos!hizo!preparar!SipA!derivada!
conteniendo! SeMet! (SipASeMet).! Se! obtuvieron! cristales! de! SipASeMet! en! la!
condición!0,1M!Hepes!pH7,5,!12%PEG3350!y!10mM!CdCl!con!la!técnica!“dropP
ratio”!anteriormente!descrita,!a!un!ratio!3:1!y!con!una!morfología!ligeramente!
diferente!(Figura!47c).!Los!cristales!difractaron!a!una!resolución!de!10!Å!lo!que!
hizo! imposible! obtener! un! juego! de! datos! de! calidad! para! el! cálculo! de! las!
fases.!!!
Por!otra!parte,!también!intentamos!obtener!fases!experimentales!mediante!la!
técnica!de!incubación!o!“soaking”!de!los!cristales!de!SipA!con!metales!pesados!
para!resolver!las!fases!mediante!SAD,!de!sus!siglas!en!inglés!SingleCwavelength(
Anomalus(Diffraction,!usando!difracción!anómala!a!una!única!longitud!de!onda,!
o! SIRAS,! del! inglés! Single( Isomorphous( Replacement( with( Anomalous(
Scattering,! combinando! esa! información! anómala! con! datos! de! la! proteína!
nativa.( Para! ello! necesitábamos! un! juego! de! datos! del! cristal! nativo! y! otro!
derivado!que!incorporara!señal!anómala.!Para!elegir!el!metal!pesado,!primero!
probamos!mediante! ensayos! nativoPPAGE! cómo! afectaba! la! adición! de! estos!
metales! pesados! en! la! movilidad! electroforética! de! la! proteína,!
permitiéndonos!detectar! interacción!de!alguno!de!ellos!con!SipA!en!solución.!
Los! resultados!muestran!como!SipA!podría!estar!uniéndose!a! los! iones!Pt4+!y!
Pt2+! (Figura! 47d),! pertenecientes! a! las! sales! Hexayodoplatino! (IV)! potásico! y!
Tretracloropatino! (II)! potásico! respectivamente,! indicando! que! podría!
incorporar! el! ión! pesado! también! en! su! forma! cristalina.! Se! utilizaron! los!
cristales!de!morfología!romboide,!cuya!resolución!era!ligeramente!mejor,!para!
incubarlos!con! las!sales!Hexayodoplatino!(IV)!potásico!y!Tretracloropatino!(II)!
potásico!a!1mM!durante!20min!y!1h.!Se!realizó!un!experimento!de!difracción!
de!SAD,!a!la!energía!correspondiente!al!pico!de!mayor!señal!anómala!para!Pt!
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dentro! de! las! longitudes! de! onda! que! podía! alcanzar! en! el! sincrotrón! (λ=!
1,071320,!11,5735KeV),!de!los!cristales!incubados!durante!20!min!con!1mM!de!
Hexayodoplatino!(IV)!potásico.!Los!cristales!difractaron!a!3.8!Å!de!resolución!y!
pertenecían!al!grupo!espacial!P432!con!dimensiones!de!celda!de!a=b=c=99,51!
y!α=β=γ=90.!Desafortunadamente,!el!análisis!de! los!datos! indicó!que! la!señal!
anómala! era! muy! baja,! de! forma! que! no! fue! posible! obtener! fases! para!
resolver!la!estructura!mediante!SAD.!Además,!la!comparación!de!los!datos!de!
difracción! con! los! correspondientes! de! la! proteína! nativa! mostraron! que!
ambos!cristales!presentaban!alta!anisomorfia,!por!lo!que!no!fue!posible!aplicar!
una!aproximación!de!SIRAS.!!
En! la!búsqueda!de!otras!condiciones!que!nos!pudieran!aportar!unos!cristales!
nuevos!donde! la!disposición! interna!de! la!proteína!fuera!más!apropiada!para!
obtener! mejores! datos! de! difracción! de! rayos! X,! se! realizó! la! técnica! de!
siembra! o! “seeding”! rMMS! (del! inglés! random(Microseed( MatrixCScreening)!
(D´Arcy( A.( et( al( 2007).! Con! esta! técnica! se! testan! nuevos! screenings! de!
cristalización! utilizando! trozos! de! cristales! de! la! proteína! como! agente! de!
nucleación,! así! se! favorece! la! formación! de! nuevos! cristales! en! condiciones!
donde! anteriormente! no! crecían.! Desafortunadamente,! nunca! se! obtuvieron!
nuevos!cristales!para!el!coPactivador!SipA.!
2.2.3.N!Estudio!estructural!del!TCS!NblSNRpaB/SrrANSipA.!
Al! mismo! tiempo! que! se! realizaron! intentos! para! obtener! la! estructura! del!
complejo!NblSPSipA,!se!abordo!la!caracterización!estructural!de!los!complejos!
que!incluyeran!NblSPSipA!y!sus!RRs,!RpaB!o!SrrA.!Para!el!estudio!estructural!de!
estos!complejos!se!utilizó!el!constructo!NblS219P664!y!los!RRs!completos,!RpaBFL!y!
SrrAFL,! así! como! los! RRs! conteniendo! sólo! el! dominio! REC! (residuos! 1P122),!
RpaBREC!y!SrrAREC.!!
!
Inicialmente! y! para! corroborar! la! formación! de! los! complejos( in( vitro,! se!
realizaron!!ensayos!nativoPPAGE!(Figura!48).!Sin!embargo,!a!pesar!de!que!otros!
autores!han!visualizado! la! fosfotransferencia!y!desfosforilación!de!NblS!a! sus!
dos! RRs! in( vitro( (LópezCRedondo( M.( L.( et( al,( 2010b;( Kato( H.( et( al,( 2011),!
nuestros!experimentos!nativoPPAGE!no!nos!permitieron!visualizar!la!formación!
del! complejo,! debido! a! los! problemas! para! visualizar! la! proteína! NblS219P664!
(Figura!48).!!
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Figura!48.!Complejo!NblS219N664NRpaB/SrrANSipA! in! vitro.!Ensayos!nativoPPAGE!de! las!proteínas!
que!forman!el!sistema!NblS219P664,!RpaBFL,!SrrAFL!y!SipA,!formando!todos!los!posibles!complejos,!
visualizados! con! tinción! comassie.! Los! complejos! formados! por! la! HK+RR+SipA! se! realizaron!
incubando!diferente!relación!molar!(1:1,!1,5:1!y!1:1,5)!entre!la!HK+SipA!y!el!RR.!!
!
A!pesar!de!la!dificultad!para!observar!la!formación!de!los!complejos!in(vitro,!se!
procedió!a! coPcristalizar!NblS219P664! y! SipA!con! los!RRs!SrrAFL,! SrrAREC,!RpaBFL!o!
RpaBREC!en!presencia!de!ADP!y!BeF3P!con!el!fin!de!atrapar!los!complejos!en!las!
conformaciones! correspondientes! a! la! reacción! de! fosfotransferencia! o!
desfosforilación.!En!todos! los!casos!se!utilizó!7mM!de!MgCl2!como!fuente!de!
Mg2+,! necesario! en! todas! las! reacciones! de! fosforilación/desfosforilación!que!
se! llevan! a! cabo! en! los! TCSs.! Desgraciadamente,! nuestros! ensayos! fueron!
infructuosos! y! no! se! obtuvieron! cristales! para! ninguno! de! los! complejos!
abordados.!
2.2.4.N!Estudio!estructural!de!los!RRs!RpaB!y!SrrA.!
La!segunda!peculiaridad!de!este!TCS!atípico!es!la!presencia!de!dos!RRs,!RpaB!y!
SrrA,!compitiendo!por!una!única!HK.!Este!hecho!es!único!en!los!TCSs!y!se!debe!
a!una!duplicación!génica!posiblemente!del!RR!RpaB!que!generó!a! la!proteína!
paráloga!SrrA!como!indican!la!presencia!del!gen!rpaB!en!todas!las!especies!de!
cianobacterias!mientras!que!el!gen!srrA(se!encuentra!sólo!en!algunas!especies!
del!género!Synechococcaceae((Anandan(S.(et(al.(1996).!Ensayos!in(vitro!indican!
que!NblS! fosfotransfiere!preferiblemente!a!SrrA! interfiriendo!de!esta!manera!
con! la! fosfotransferencia! a! RpaB! necesaria! para! la! viabilidad! celular! en! S.(
elongatus(PCC7942((LópezCRedondo(M.(J.(et(al,(2010b).!!
!
Las!proteínas!RpaB!(Synpcc7942_1453)!y!SrrA!(Synpcc7942_2416)!son!RRs!tipo!
OmpR/PhoB! con! un! dominio! efector! de! unión! a! ADN! y! poseen! un! 74%! de!
homología!entre!ellos.!!
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El! estudio! comparativo! de! la! secuencia! de! ambos! RRs! con! otros! RRs!
pertenecientes!a!la!misma!familia,!como!PhoB!y!KdpE,!y!de!otras!familias!como!
CheY,! RcpB,! FixJ! o! VraR,! nos! da! información! acerca! del! mecanismo! de!
activación! de! estas! proteínas.! RpaB! y! SrrA,! poseen! los! residuos! catalíticos!
conservados!necesarios!para!su!fosforilación:!el!Asp!fosfoaceptor,!los!Asp!que!
quelan! el! Mg2+! durante! su! fosforilación,! la! Lys! catalítica! conservada! o! los!
residuos!de!Thr/Ser!y!Tyr! involucrados!en!el!mecanismo!YPT!de!activación!de!
los!RRs! canónicos! (Figura! 49).! Este! análisis! corrobora! la! capacidad!de! ambos!
RRs,! RpaB! y! SrrA,! para! fosforilarse! bien! por! su! HK! o! por! pequeños!
fosfodonadores,!capacidad!visualizada!anteriormente! in(vitro( (LópezCRedondo(
M.(J.(et(al,(2010b).!!
Figura!49.!Alineamiento!de!secuencia!de!RpaB!y!SrrA!con!otros!RRs.!Alineamiento!de!secuencia!
de!RRs!tipo!OmpR/PhoB:!PhoB!y!KdpE!de!E.(coli,!RpaB!y!SrrA!de!S.(elongatus(PC7942!y!RRs!de!
otras!familias!que!no!dimerizan!como!CheY!de!E.(coli,!dimerizan!tipo!4P5P5!revertido!como!RcpB!
de! Calothrix( PCC7601,! tipo! 4P5! como! FixJ! de Sinorhizobium(meliloti,! tipo! 5P5! como! HupR! de!
Rhodobacter( capsulatus,! o! tipo! 1P5! como! VraR! de! Staphylococcus( aureus.! La! organización!
estructural! de! PhoB! aparece! representada! en! la! parte! superior! del! alineamiento.! En! rojo!
aparece!resaltado!el!residuo!de!Asp!fosfoaceptor,!en!azul!los!residuos!catalíticos!conservados!y!
en!amarillo!los!residuos!que!interaccionan!en!la!homodimerización.!Los!cuadros!verdes!marcan!
las!posiciones!de!las!interacciones!específicas!en!la!dimerización!4P5P5.!
!
El! análisis! de! la! secuencia! puede! aportar! información! sobre! el! tipo! de!
dimerización! posterior! a! su! fosforilación.! Si! comparamos! los! residuos!
conservados! en! la! zona! β5! y! α5! en! PhoB! y! KdpE,! que! interaccionan! para!
formar!el!homodímero!tipo!4P5P5!en!los!RRs!tipo!OmpR/PhoB,!observamos!que!
están!también!conservados!en!RpaB!y!SrrA!(Figura!49).!Por!el!contrario,!estos!
residuos! no! se! conservan! en! el! resto! de! RRs! que! presentan! otro! tipo! de!
PhoB       -----------MARRILVVEDEAPIREMVC-FVLEQNG-FQPV-EAEDYDSAVN----------QLNEPWPDLILLDWML 
KdpE       ------------MTNVLIVEDEQAIRRFLR-TALEGDG-MRVF-EAETLQRGLL----------EAATRKPDLIILDLGL 
RpaB       --------MENRKEKILVVDDEASIRRILE-TRLAMIG-YEVV-TAADGEEALI----------TFRNATPDLVVLDVMM 
SrrA       MRSLKAVEAPSLKEKILVVDDEAAVRRILT-MRLSMAG-YQVV-VASDGHEALA----------MFEQEAPDLIVLDVML 
 
CheY       --------MADKELKFLVVDDFSTMRRIVR-NLLKELG-FNNVEEAEDGVDALN----------KLQAGGYGFVISDWNM 
FixJ       ----------MQDYTVHIVDDEEPVRKSLA-FMLTMNG-FAVK-MHQSAEAFLA----------FAPDVRNGVLVTDLRM 
HupR       --------MAASAPAILLVDDEPHSLAAMK---LALEDDFDVL-TAQGAEAAIA----------ILEEEWVQVIICDQRM 
RcpB       -------MVGNATQPLLVVEDSDEDFSTFQ-RLLQREGVVNPIYRCITGDQALDFLYQTGSYCNPDIAPRPAVILLDLNL 
VraR       -----------MTIKVLFVDDHEMVRIGISSYLSTQSD-IEVVGEGASGKEAIA----------KAHELKPDLILMDLLM 
RegX3      ------------MTSVLIVEDEESLADPLA-FLLRKEG-FEAT-VVTDGPAALA----------EFDRAGADIVLLDLML 
 
 
 
 
PhoB       PGGSGIQFIKHLKRESMTRDIPVVMLTARGEEE-DRVRGLETGADDYITKPFSPKELVARIKAVMRRISQ 
KdpE       PDGDGIEFIRDLRQWS---AVPVIVLSARSEES-DKIAALDAGADDYLSKPFGIGELQARLRVALRRHSQ 
RpaB       PKLDGYGVCQELRKES---DVPIIMLTALGDVA-DRITGLELGADDYVVKPFSPKELEARIRSVLRRVEK 
SrrA       PKLDGYGVCRELRKLS---DVPIIMLSALGDIA-DRITGLDLGADDYLPKPFSPKELEARIATILRRLDD 
 
CheY       PNMDGLELLKTIRADGAMSALPVLMVTAEAKKE-NIIAAAQAGASGYVVKPFTAATLEEKLNKIFEKLGM 
FixJ       PDMSGVELLRNLGDLK--INIPSIVITGHGDVP-MAVEAMKAGAVDFIEKPFEDTVIIEAIERASEHLVA 
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RegX3      PGMSGTDVCKQLRARS---SVPVIMVTARDSEI-DKVVGLELGADDYVTKPYSARELIARIRAVLRRGGD!
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homodimerizaciones!tipo!4P5P5!revertida!como!RcpB,!tipo!4P5!como!FixJ,! tipo!
5P5! como! HupR! o! tipo! 1P5! como! VraR! (Figura! 49).! Así! pues,! el! análisis! de!
secuencia!podría!indicarnos!que!el!tipo!de!dimerización!que!adquieren!los!RRs!
RpaB!y!SrrA!podría!ser!del!tipo!4P5P5.!!
2.2.5.N!Estructura!del!RR!SrrAREC.!
Para!caracterizar!estructuralmente!los!RRs!RpaB!y!SrrA,!y!arrojar!luz!sobre!las!
diferencias!en!la!afinidad!mostrada!por!NblS!en!la!reacción!de!fosforilación,!así!
como!para!confirmar!si!pertenecían!a!la!familia!de!RRs!con!dimerización!tipo!4P
5P5,! se! abordó! el! estudio! estructural! de! RpaBFL,! SrrAFL,! RpaBREC! y! SrrAREC! en!
presencia!y!ausencia!del!fosfomimético!BeF3P!y!de!MgCl2.!Este!estudio!tan!sólo!
rindió!cristales!de!calidad!!para!SrrAREC!en!presencia!de!BeF3P.!
Los! cristales! del! RR! SrrAREC! se! obtuvieron! con! la! proteína! a! 4,2mg/ml! en!
presencia!de!30mM!NaF,!5mM!BeSO4,!y!7mM!MgCl2!frente!a!una!solución!con!
0,1M! TrisPHCl! pH8,5,! 0,1M! MgCl2! y! 17%! PEG20000! y! presentaban! una!
morfología!de!pequeñas!agujas.!El!análisis!de!dichos!cristales!en!el!sincrotrón!
DLS!mostró!que!difractaban!a!una!resolución!de!2.9!Å!y!pertenecían!al!grupo!
espacial!P43!con!un!tamaño!de!celda!de!a=b=69,5!c=58,6!y!α=β=γ=90!(Tabla!6).!
Mediante!la!técnica!de!reemplazo!molecular,!usando!como!modelo!el!dominio!
REC!del!RR!KdpE!(PDB:4KFC),!se!obtuvieron!las!fases!requeridas!para!resolver!
la!estructura.!!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
Tabla! 6.! Datos! de! difracción! y! estadísticas! del! refinado! para! SrrAREC!NBeF3
N.! En! paréntesis! se!
muestran!los!datos!para!el!intervalo!de!máxima!resolución.!
!
SrrAREC'BeF3'
RECOGIDA)DE)DATOS) REFINADO)
))Línea)) i04$ ))Rwork/Rfree)(%)) 0,196/0,250$
))Grupo)espacial) P43$
))Dimensiones)de)la)
celda)
))Nº)de)átomos)
))))))))))a,)b,)c)(Å)) 69,5,$69,5,$58,6$ )))))Proteína) 1$806$
)))))))))α,)β,)γ)(°)) 90,$90,$90$ )))))Ligando/ión) 8/2$
))Longitud)de)onda)(Å)) 0,97626$ )))))Agua) 12$
))Resolución)(Å)) 29,3002,98$(3,1402,98)$
))Rmerge)(%)) 8,6$(20)$ ))Factores)B)(Å))
))Rpim)(%)) 4,8$(10,8)$ )))))Proteína) 23,9$
))Mean)I/δ)(I)) 14,9$(7,2)$ )))))Ligando/ión) 22,47/7,24$
))CompleTtud)(%)) 98,5$(91,3)$ )))))Agua) 10,76$
))Redundancia) 4,4$(4,2)$ ))Desviaciones)r,m,s,)
))Nº)de)reﬂexiones) 25$376/5743$ ))Distancias)de)enlace) 0,0066$
))(observadas/únicas)) (3$257/784)$ ))Ángulos)de)enlace) 1,134$
RESULTADOS!Y!DISCUSIÓN!2!
!
171!!
La! estructura! de! SrrAREC! muestra! dos! moléculas! en! la! unidad! asimétrica!
formando! un! dímero! tipo! 4P5P5! con! una! superficie! de! contacto! entre! ambas!
moléculas,!según!el!servidor!!informático!PISA!(Krissinel(E.(y(Henrick(K.,(2007),!
de!627Å.!Este!dímero!confirma!que!SrrA!es!un!RR!perteneciente!a!la!familia!4P
5P5! ya! que! su! dimerización! ocurre! a! través! de! las! estructuras! secundarias!
α4β5α5!tal!y!como!se!aprecia!en!la!superposición!con!el!RR!tipo!4P5P5!activado!
PhoB! (PDB:1ZES)! (Figura! 50a).! También! se! puede! apreciar! en! la! estructura!
como! la! disposición! de! la! cadena! lateral! de! la! Tyr113! catalítica! está!
favoreciendo!la!formación!del!dímero!(Figura!50a).!
Figura!50.!Estructura!de!SrrAREC!con!BeF3
N.!(a)Superposición!del!dímero!tipo!4P5P5!de!SrrAREC,!
en! rosa,! con! PhoBREC! (PDB:1ZES),! en! naranja,! ambos! en! presencia! de! BeF3
P.! Las! estructuras!
secundarias!α4β5α5!también!se!localizan!en!las!figuras.!(b)Detalle!del!centro!activo!de!uno!de!
los!monómeros!de!SrrAREC,!en!rosa,!superpuesto!con!el!centro!activo!de!PhoBREC!(PDB:1ZES),!en!
naranja.! Las! cadenas! laterales!de! los! residuos! catalíticos! conservados! aparecen! representadas!
en!verde,!el!BeF3
P! en!verde! lima!y! la!molécula!de!Mg2+! como!una!esfera!negra.! Los! contactos!
entre!los!residuos!y!los!ligandos!aparecen!como!líneas!discontinuas.!!
!
El!análisis!del!centro!activo!de!SrrAREC!permite!observar!que!el!fosfomimético!
BeF3P!se!une!al!Asp!fosfoaceptor!(Asp64)!emulando!al!grupo!fosforilo,!y!que!los!
residuos!catalíticos!conservados!de!SrrA!reconocen!a!esta!molécula!y!al!ión!de!
Mg2+!de!manera!similar!a!como!ocurre!a!los!RRs!canónicos,!tal!y!como!muestra!
la! superposición!del! centro!activo!de!SrrA!con!el!de!PhoB! (PDB:1ZES)! (Figura!
50b).!Los!dos!Asp!conservados,!Asp20!y!Asp21,!se!encuentran!interaccionando!
con!el! ión!Mg2+!mientras!que! la! Lys113!y! la! Ser91! interaccionan! con!el!BeF3P!
(Figura! 50b).! La! Tyr110,! responsable! del! mecanismo! YPT,! orienta! la! cadena!
lateral! hacía! el! centro! activo,! indicando! que! el! RR! se! encuentra! en! estado!
activo,! posibilitando! de! ese! modo! la! homodimerización! a! través! de! las!
estructuras!secundarias!α4β5α5!(Figura!50b).!
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Así,!SrrA!es!un!RR!tipo!OmpR/PhoB!con!un!mecanismo!canónico!de!activación!
por!fosforilación!y!dimerización!tipo!4P5P5,!tal!y!como!predecimos!a!partir!de!la!
secuencia! proteica.! En! el! caso! de! RpaB,! no! fuimos! capaces! de! obtener! su!
estructura!tridimensional!mediante!difracción!por!rayos!X!por!ello!obtuvimos!
el!modelo!tridimensional!del!dominio!REC!de!la!proteína!mediante!el!servidor!
informático! IPTASSER! (Yang( J.( et( al,( 2015).! Este! modelo! nos! indica! que! el!
dominio! REC! de! RpaB! tiene! una! disposición! de! 5! hebras! β! rodeadas! por! 5!
hélices!α!típica!de!estos!dominios!(Figura!51a).!Además,!la!proteína!dispone!de!
un!centro!catalítico!competente!para!una!activación!por!fosforilación!canónica,!
en!el!que!todos!los!residuos!catalíticos!descritos!para!SrrA!están!presentes!y!se!
localizan! en! una! disposición! propicia! para! la! fosforilación! del! Asp53! (Figura!
51b).!Además,!la!superficie!α4β5α5!es!competente!para!una!dimerización!4P5P
5! y! los! residuos! implicados! en! este! tipo! de! dimerización! se! mantienen!
conservados!en!esta!proteína!(Figura!49!y!51).!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
Figura! 51.! Modelado! de! RpaBREC.! Modelado! de! RpaBREC! utilizando! el! servidor! informático! IP
TASSER! (Yang( J.( et( al,( 2015).! (a)Estructura! tridimensional! según! el! modelo! de! RpaBREC.! Las!
estructuras! secundarias! que! forman! la! estructura! aparecen! indicadas.! (b)Detalle! del! centro!
activo!de!RpaBREC!superpuesto!con!el!centro!activo!de!SrrAREC!con!BeF3
P.!Las!cadenas!laterales!de!
los!residuos!catalíticos!aparecen!representadas!en!verde,!el!BeF3
P!en!verde!lima!y!el!Mg2+!como!
una!esfera!negra.!!
!
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Discusión.!
!
El! TCS! NblSPRpaB/SrrAPSipA! constituye! un! sistema! atípico! que! combina! la!
acción! de! dos! RRs! y! de! una! proteína! coPactivadora! en! el!mismo! sistema.! La!
función!de!este!sistema!consiste!en!la!aclimatación!a!condiciones!de!estrés!en!
S.( elongatus( PCC7942.( En! el! modelo! propuesto! para! este! sistema,! en!
condiciones! normales! de! luz! el! TCS! se! encuentra! inactivo! pero! existe! una!
proporción! de! RpaB! fosforilado! constitutivamente! que! reprime! genes!
inducibles!por!estrés!con!alta!luz!así!como!la!expresión!del!gen!srrA.!Cuando!se!
desencadena!una!condición!de!estrés!como!alta! luz,!NblS!desfosforila!a!RpaB!
lo! que! permite! la! transcripción! de! SrrA.! Para! que! se! lleve! a! cabo! la!
aclimatación!de! la!célula!durante! la!condición!de!estrés,!NblS! fosforila!a!SrrA!
activando!genes,!como!nblA,!que!permitan! la!adaptación!a!estas!condiciones!
(LópezCRedondo( M.( L.( et( al,( 2010b).! Para! intentar! comprender! las! bases!
moleculares!de!esta!regulación,!abordamos!la!resolución!de!las!estructuras!de!
los! complejos! NblS219P664PRpaBPSipA! y! NblS219P664PSrrAPSipA! mediante!
cristalografía!pero!no!hemos!tenido!éxito!en!este!punto.!!!
!
Sin!embargo,! la!estructura!tridimensional!de!SrrAREC!obtenida!en!este!trabajo!
de!Tesis!puede!arrojar!luz!en!alguno!de!estos!puntos.!El!porqué!NblS!tiene!más!
afinidad! por! SrrA! que! por! RpaB,! tal! y! como! demuestran! los! ensayos! de!
fosfotransferencia! (LópezCRedondo( M.( L.( et( al,( 2010b),! a! pesar! de! su! gran!
similitud,! sigue! siendo! una! incógnita.! Utilizando! la! primera! estructura!
tridimensional!de!un!complejo!HKPRR,!HK853PRR468!(Casino(P.(et(al,(2009),!y!el!
complejo!formado!por!una!HK!con!dominio!PAS!y!su!RR,!ThkAPTrrA!(Yamada(S.(
et( al( 2009),! estudiamos! los! contactos! clave! en! la! interacción! HKPRR!
(Podgornaia(A.(et(al,(2013)(y!los!comparamos!en!la!HK!NblS!y!en!sus!RRs,!RpaB!
y!SrrA,!en!un!intento!por!averiguar!donde!radica!la!preferencia!de!NblS!por!sus!
RRs.! Esta! comparativa! nos!muestra! 2! residuos! diferentes! entre! SrrA! y! RpaB!
localizados!en!la!hélice!α1,!una!Ala!en!SrrA!corresponde!con!una!Ser!en!RpaB!y!
una!Met!en!SrrA!con!una!Thr!en!RpaB!(Figura!52).!Por!otro!lado!los!residuos!de!
la!HK!ThkA!implicados!en!el!complejo!no!sólo!pertenecen!al!dominio!DHp!sino!
que! también! se! encuentran! en! el! dominio! PAS,! algo! que! podría! ocurrir!
también!en!NblS.!ThkA!interacciona!a!través!de!los!residuos!Glu467,!Tyr487!y!
Lys488!con!los!residuos!Met89!y!Ser90!de!TrrA!(Figura!52).!Ambos!residuos!en!
RpaB! y! SrrA! son! iguales,! una! Ile! y! una! Thr,! por! lo! que! no! deberían! existir!
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diferencias! en! los! contactos!del! RR! con!el! domino!PAS!de!NblS! entre! ambos!
RRs.!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
Figura!52.!Alineamiento!estructural!entre!las!HK:!HK853,!ThkA!y!NblS!y! los!RRs:!RR468,!TrrA,!
SrrA!y!RpaB.!Alineamiento!estructural!realizado!con!el!servidor!informático!PROMALS3D!(Pei(J.(y(
Grishin( N.( V.,( 2014)! de! las! HKs! y! los! RRs! que! forman! parte! de! los! complejos! HK853PRR468!
(PDB:3DGE),!ThkAPTrrA!(PDB:3A0R),!el!RR!SrrAREC!obtenido!en!el!laboratorio!y!los!modelos!de!la!
HK!NblS!y!del!RR!RpaBREC.!Los!residuos!que!forman!las!hélices!α!aparecen!coloreadas!en!rojo!y!
los! de! las! hebras!β! en! azul.! Los! residuos! fosfoaceptores,! His! en! las! HKs! y! Asp! en! los! RRs,! se!
resaltan! en! gris! y! los! residuos! que! intervienen! en! los! contactos! que! forman! los! complejos!
HK853PRR468!y!ThkAPTrrA,!obtenidos!por!el!programa!CONTACT!en!la!interfaz!CCP4!(Winn(M.(D.(
et( al,( 2011),! aparecen! resaltados! en! amarillo.! Los! posibles! residuos! que! forman! el! complejo!
NblSPSrrA!y!NblSPRpaB!aparecen!encuadrados!con!líneas!discontinuas.!
!!
Así! pues,! la! única! diferencia! entre! los! residuos! de! los! RRs! RpaB! y! SrrA! que!
podrían! explicar! la! diferente! especificidad! por! su! HK,! la! caracterizan! dos!
residuos!localizados!en!la!hélice!α1!que!intervienen!en!la!interacción!HKPRR!en!
otros! complejos! como! HK853PRR468! y! ThkAPTrrA! (Casino( P.( et( al,( 2009;(
Yamada(S.(et(al,(2009).(Por!otra!parte! la!posible! interacción!entre!el!dominio!
PAS! de! NblS! y! sus! RRs,! suponiendo! que! NblS! adoptara! una! conformación!
similar! a! la! observada! en! ThkA! en! la! estructura! del! complejo! ThkAPTrrA,! no!
parece!diferir!entre!RpaB!y!SrrA!ya!que!los!residuos!que!intervendrían!en!estos!
contactos! son! idénticos! entre! ambos! RRs.! Finalmente! no! podemos! obviar! el!
hecho!de!que!tanto!las!estructuras!de!los!complejos!HK853PRR468!y!ThkAPTrrA,!
como! nuestros! datos! estructurales,! provienen! de! RRs! formados! únicamente!
por!el!domino!REC!y!podría! ser!que! la!diferente!afinidad!de!SrrA!y!RpaB!por!
NblS!radique!en!el!dominio!efector.!!
RR468 MSKKVLLVDDSAVLRKIVSFNLKKEGYEVIEAENGQIALEKLSEFTPDLIVLDIMMPVMDGFTVL 
TrrA  -MKRILVVDDEPNIRELLKEELQEEGYEIDTAENGEEALKKFFSGNYDLVILDIEMPGISGLEVA 
SrrA  AKEKILVVDDEAAVRRILTMRLSMAGYQVVVASDGHEALAMFEQEAPDLIVLDVMLPKLDGYGVC 
RpaB  --EKILVVDDEASIRRILETRLAMIGYEVVTAADGEEALITFRNATPDLVVLDVMMPKLDGYGVC  
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Por!otro!lado,!el!alineamiento!de!secuencia!de!los!RRs!RpaB!y!SrrA!demuestra!
alta! conservación! de! los! residuos! implicados! en! estabilizar! la!
homodimerización!tipo!4P5P5!presente!en!los!RRs!tipo!OmpR/PhoB!(Figura!49).!
La! confirmación! de! la! dimerización! tipo! 4P5P5,! con! la! obtención! de! la!
estructura! del! dominio! REC! de! SrrA! en! presencia! de! BeF3P,! a! partir! de! la!
secuencia!proteica!de!SrrA,!nos!permite!hipotetizar!que!RpaB!también!podría!
homodimerizar!del!mismo!modo,!tal!y!como!muestra!el!modelado!del!dominio!
REC! de! esta! proteína.! Además,! teniendo! en! cuenta! que! ambos! RRs! forman!
parte!del!mismo!TCS!y!que!su!homología!de!secuencia!es!más!alta!que!entre!
otros! RRs! de! la! misma! familia,! sería! posible! que! se! produjese!
heterodimerización!in(vivo!entre!RpaB!y!SrrA.!!
Un! análisis! más! detallado! sobre! los! contactos! que! intervienen! en! la!
dimerización! de! la! estructura! SrrARECPBeF3P! (Figura! 53a)! y! la! superposición!
estructural!entre!ambos!RRs,!utilizando!para!ello! la!estructura!de!SrrAREC!y!el!
modelo! de! RpaBREC! (Figura! 53b),! nos! muestra! como! tan! sólo! uno! de! los!
residuos! que! intervienen! en! los! contactos! de! formación! del! homodímero! en!
SrrAREC!difiere!entre!ambos!RRs.!Los!contactos!responsables!de!la!dimerización!
4P5P5!en!SrrAREC!se! llevan!a!cabo!a!través!de!los!residuos!Ile96,!Arg99,! Ile100,!
Leu!103!y!Asp109,!localizados!en!la!hélice!α4,!con!los!residuos!Asp109,!Ser116,!
Glu119,!Ala122!y!Arg123,! localizados!en! la!hélice!α5!(Figura!52a).!Tan!sólo! la!
Ile96!en!SrrA!es!sustituida!por!una!Val!en!RpaB!(Figura!52b).!
!
De!este!modo,!nuestros!resultados!in(silico(nos!indican!que!tan!sólo!uno!de!los!
contactos! que! forman! el! homodímero! en! SrrAREC! no! se! podría! dar! en! el!
hipotético!caso!de!una!heterodimerización!con!RpaB,!pudiendo!de!esta!forma!
desestabilizar!la!formación!de!dicho!heterodímero.!
!
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Figura!53.!Superficie!de!homodimerización!de!SrrAREC.!(a)Contactos!que!definen!el!homodímero!
en!la!estructura!SrrAREC!con!BeF3
P.!Las!cadenas!laterales!de!los!residuos!que!forman!los!contactos!
aparecen! representadas! así! como! las! interacciones! con! líneas! discontinuas! y! las! distancias! de!
estas.! (b)Alineamiento! estructural! entre! SrrAREC! y! el! modelo! obtenido! para! RpaBREC! con! el!
servidor! informático! PROMALS3D! (Pei( J.( y( Grishin( N.( V.,( 2014).! Los! residuos! que! forman! las!
hélices!α! aparecen! coloreadas! en! rojo! y! los! de! las! hebras! β! en! azul.! El! Asp! fosfoaceptor! se!
resalta!en!rosa!y!los!residuos!que!intervienen!en!la!dimerización!en!SrrA!en!amarillo.!El!asterisco!
marca!el!residuo!que!difiere!entre!SrrA!y!RpaB!de!entre!los!que!intervienen!en!la!dimerización!
en!SrrAREC.!
!
Contribución.!
!
Mi!contribución!en!este!capítulo!de!la!Tesis!ha!sido!el!análisis!de!las!secuencias!
recogidas!en!el!texto!y!el!desarrollo!de! las!técnicas!cristalográficas,!desde! los!
ensayos! de! cristalización! de! todas! las! proteínas! y! complejos,! los! análisis! de!
difracción,! recogida! de! datos,! intentos! de! resolución! de! las! estructuras! por!
SAD! y! reemplazo! molecular,! y! el! trazado! de! SrrAREC.! Para! la! expresión! y!
purificación!de!SipA!conté!con!la!ayuda!de!la!estudiante!de!Máster!Silvia!Soto.!
Para! la!expresión!y!purificación!de!algunas!de! las!proteínas!así! como!para! la!
realización!de!los!ensayos!nativoPPAGE!de!los!complejos!conté!con!la!ayuda!de!
la!estudiante!prePdoctoral!Cristina!Mideros.! !
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2.3.N!ESTUDIO!DEL!RR!TIPO!PIARR!NblR.!
!
El! RR!NblR! está! implicado! en! la! adaptación! general! a! estrés! en! S.( elongatus(
PCC7942!(Schwarz(R.(y(Grossman(A.(R.,(1998).!Aunque!se!conoce!la!implicación!
de! NblR! durante! condiciones! de! estrés! por! falta! de! nutrientes,! donde! actúa!
incrementando! la!expresión!de(nblA!necesaria!para!desencadenar!el!proceso!
de! clorosis! o! “bleaching”! (Luque( I.( et( al,( 2001;( Salinas( P.( et( al( 2007),! los!
procesos!por!los!cuales!se!lleva!a!cabo!esta!regulación!se!desconocen.!!
!
El! estudio! in( silico! del! RR! NblR! (Synpcc7942_2305),! llevado! a! cabo! en! el!
laboratorio! del! Dr.! Alberto! Marina,! mostró! que! era! un! RR! de! la! familia!
OmpR/PhoB!con!un!dominio!de!unión!a!ADN!como!dominio!efector!y!que!su!
dominio!REC!no!poseía!algunos!de! los! residuos!catalíticos!necesarios!para!su!
activación!por!fosforilación!canónica!(Figura!54a).!A!pesar!de!tener!el!residuo!
Asp57! fosfoaceptor,! NblR! no! posee! el! Asp! necesario! para! quelar! el! Mg2+!
durante! su! fosforilación! y! en! su! lugar! presenta! una! Ser! (Figura! 54a).! De! la!
misma! forma,! la! posición! de! la! Thr/Ser! implicada! en! el!mecanismo! YPT,! está!
ocupada!por!una!Met!(Figura!54a).!Sin!embargo,!tanto!la!Lys!catalítica!como!la!
Tyr,!también!implicada!en!el!mecanismo!YPT,!están!presentes.!!
La! ausencia! del! Asp! que! quela! el! Mg2+! y! de! la! Thr/Ser,! implicada! en! el!
mecanismo!YPT,!en! la!secuencia!de!NblR!con!respecto!a!otros!RRs!canónicos,!
explica!experimentos!in(vivo(que!muestran!la!ausencia!de!activación!mediante!
su!fosforilación!en!el!residuo!Asp57!(Kato(H.(et(al,(2008).(Por!otra!parte,!NblR!
tampoco!!puede!fosforilarse!in(vitro!en!presencia!de(pequeños!fosfodonadores!
como!AcP((Ruiz(D.(et(al,(2008).!Así!pues,!se!consideró!que!NblR!es!un!RR!cuya!
activación!es!independiente!de!fosforilación!o!RR!PIARR,!de!sus!siglas!en!inglés!
PhosphorylationCIndependent(Activation(of(Response(Regulator! (Ruiz(D.( et( al,(
2008).(
La! comparación! de! NblR! con! otros! RRs! canónicos! de! la! familia! OmpR/PhoB!
muestra!diferencias!en!la!naturaleza!de!otros!siete!residuos!localizados!en!las!
estructuras! secundarias! β4α5β5! necesarias! para! la! dimerización.! Estas!
diferencias!podrían!explicar!el!hecho!de!que!NblR!es!un!monómero!en!solución!
de! forma! constitutiva! (Ruiz( D.( et( al,( 2008),! al! contrario! que! otros! RRs! tipo!
PIARR! como! HP1043! de!Helicobacter( pylori( (Hong( E.( et( al,( 2007)! o! ChxR! de!
Chlamydia(trachomatis((Hickey(J.(M.(et(al,(2011)!que(son!diméricos.((
!
!
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Figura! 54.! NblRREC.! (a)Análisis! de! la! secuencia! proteica! de! NblRREC! en! comparación! con! el! RR!
canónico,!PhoB.!El!Asp!fosfoaceptor!aparece!resaltado!en!rojo!y! los!residuos! importantes!para!
su!fosforilación!en!verde.!Los!residuos!responsables!del!mecanismo!YPT!aparecen!resaltados!en!
amarillo! y! las! dos! Cys! importantes! para! su! activación! en! azul.! (b)Modelo! de! la! estructura!
tridimensional!de!NblRREC!obtenida!por!el!servidor!informático!IPTASSER!(Yang(J.(et(al,(2015).!
!
Trabajos! anteriores! propusieron! que! dos! residuos! de! Cys! podrían! ser!
responsables! de! la! activación! de! NblR! (Ruiz( D.( et( al,( 2008)( mediante! la!
formación!de!un!puente!disulfuro!de!forma!que!constituyera!un!mecanismo!de!
detección! del! estado! redox! de! la! célula.! El! modelado! de! NblR! muestra! que!
estos!dos!residuos!corresponden!a! la!Cys69,! localizada!en! la!hélice!α3,!y!a! la!
Cys96,! localizada! en! la! hélice! α4,! los! cuales! quedan! a! una! distancia! y!
disposición!adecuados!para!formar!un!puente!disulfuro!(Figura!54b).!Así!pues,!
decidimos! comprobar! si! la! regulación! de! NblR! era! dependiente! del! estado!
redox!de!la!célula!y!diseccionar!la!función!de!estas!dos!Cys!tras!su!activación.!
!
2.3.1.N!Efecto!in!vivo!de!las!mutaciones!C69A!y!C96A!en!NblR.!
Para! investigar!el!posible!papel!de!estos!dos!residuos!de!Cys!en! la!regulación!
de! NblR! durante! la! aclimatación! de! S.( elongatus( PCC7942! a! condiciones! de!
estrés,! se! construyeron! cepas! mutantes! de! S.( elongatus( PCC7942.! Dicho!
PhoB      ----MARRILVVEDEAPIREMVCFVLEQNGFQPVEAEDYDSAVNQLNEPWPDLILLDWMLPGGS 
NblR      MIAPASPHILLIESDSSLAQQMAGDLLQAGYGTSLANVQQDLFAQIDLQKPDLVIVDRMAGGQS 
 
 
 
 
PhoB      GIQFIKHLKRESMTRDIPVVMLTARGEEEDRVRGLETGADDYITKPFSPKELVARIKAVMRRIS 
NblR      GLQFCRQLRDRGL--TIPILLLMGRDTVEDRVACLEAGADDYLLKPYRSDEFLRRLQLYLQREP 
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trabajo! se! realizó! en! colaboración! con! en! el! laboratorio! de! la! Dra.! Asunción!
Contreras! que! realizó! los! ensayos! in( vivo.! Se! generaron! tres! cepas! donde! se!
realizaron! las!mutaciones,! en! el! gen!nblR! del! genoma,! del! residuo! Cys69,! el!
residuo! Cys96! o! ambos! residuos! a! Ala! generando! las! cepas! NblRC69APRCS3,!
NblRC96APRCS3! y! NblRC69A/C96APRCS3! resistentes! a! estreptomicina.! Además,! se!
generó!una!cepa!control!resistente!a!estreptomicina!con!el!alelo!silvestre!nblR,(
llamada!NblR.!Para!determinar!el! impacto!de!las!mutaciones!en!la!función!de!
NblR!se!analizó!la!respuesta!de!las!cepas!a!dos!condiciones!de!estrés,!falta!de!
nitrógeno!(PN)!y!falta!de!azufre!(PS),!mediante!la!cuantificación!de!la!pérdida!de!
pigmentación!en! las! células,! resultado!de! la!degradación!de! los! ficobilisomas!
(Figura!55).!!
!
La! respuesta! de! las! tres! cepas! mutantes,! NblRC69APRCS3,! NblRC96APRCS3! y!
NblRC69A/C96APRCS3,! a! los! dos! tipos! de! estrés! fue! similar,! perdieron! sus!
pigmentos!más!lentamente!que!la!cepa!silvestre!control!pero!más!rápido!que!
la!cepa!con!el!gen!nblR!deleccionado,!NblRPPRCS3!(Figura!55a).!Además,!la!cepa!
con! la! doble! mutación! NblRC69A/C96APRCS3! tiene! un! efecto! superior,! que! lo!
asemeja! más! al! mutante! con! NblR! deleccionado,! en! la! respuesta! a! ambas!
condiciones!de!estrés,!que! las!cepas!de! los!mutantes!simples!NblRC69APRCS3!y!
NblRC96APRCS3! (Figura! 55a).! Esto! sugiere! que! el! efecto! de! las! mutaciones! es!
aditivo.!
Para! confirmar!que! las!diferencias!en! la!pigmentación!entre! la! cepa! silvestre!
control!y! las!cepas!mutantes! se!debían!a!diferencias!en! la!activación!del!gen!
nblA,! se! analizó! la! expresión! de! un! gen! reportero! bajo! el! control! de! este!
promotor!en!cada!una!de!las!cepas.!Para!esto!se!fusionó!el!promotor!de!nblA!
con! el! gen! luxAB,! lo! que! permitía! cuantificar! mediante! bioluminiscencia! la!
activación! de! nblA.! Las! medidas! de! bioluminiscencia! en! las! tres! cepas!
mutantes! muestran! una! disminución! considerable! de! la! activación! del!
promotor!(Figura!55b),!la!cual!es!incluso!menor!para!la!cepa!del!doble!mutante,!
NblRC69A/C96APRCS3!(Figura!55b).!
RESULTADOS!Y!DISCUSIÓN!2!
!
!180!
!
Figura!55.!Cuantificación!de!la!importancia!de!la!Cys69!y!la!Cys96!en!NblR!in!vivo.!(a)Efecto!de!
las!mutaciones!NblRC69A,!NblRC96A! y!NblRC69A/C96A! en! la! activación!del! gen!nblA! en!S.( elongatus!
PCC7942!mediante!la!cuantificación!de!la!degradación!de!los!ficobilisomas!y!mediante!la!pérdida!
de! pigmentos! en! condiciones! de! estrés! por! falta! de! nitrógeno! (PN)! o! de! azufre! (PS).!
(b)Cuantificación! de! bioluminiscencia! emitida! por! luxAB! en! la! cepas!mutantes! y! los! controles!
tras! la! activación! del! gen! nblA! en! condiciones! –N! y! –S.! (c)Ensayos! de! WesternPBlot! (panel!
superior)! y! tinción! comassie! (panel! inferior)! de! extractos! de! las! cepas! de!mutantes! de! NblR:!
NblRC69APRCS3,!NblRC96APRCS3!y!NblRC69A/C96APRCS3!así! como!de! la! cepa! silvestres,!NblR,! y!de! la!
cepa!deleccional!para!NblR,!NblRPPRCS3.!La!flecha!púrpura!señala!la!detección!de!NblR.!!
!
Para! asegurar! que! esta! disminución! en! la! activación! del! promotor! nblA! que!
presentan!los!mutantes!de!NblR!no!se!debía!a!una!disminución!de!los!niveles!
intracelulares! de! la! proteína! NblR! a! estudio! in( vivo,! debido! a! que! en! dichas!
condiciones! de! estrés! las! mutaciones! comprometían! su! estabilidad,! se!
realizaron! ensayos! de! WesternPBlot! con! los! extractos! de! todas! las! cepas!
utilizadas!en!el!experimento!en!la!condición!de!falta!de!nitrógeno!(Figura!55c).!
No!se!encontraron!diferencias!significativas!entre!los!niveles!de!proteína!NblR!
en!las!cepas!NblRC69APRCS3!y!NblRC96APRCS3,!lo!que!indicaba!que!las!mutaciones!
puntuales! no! estaban! afectando! a! la! síntesis! de! la! proteína.! Los! niveles! de!
was less stable in vivo. Possible in vivo posttranscriptional modiﬁca-
tions induced by stress conditions were analyzed by western blot in
native-PAGE using extracts from the wild-type strain subject to nitro-
gen deprivation or high light. Unfortunately, any band attributable to
NblR could be detected in these gels (Fig. S1). Analysis of these sam-
ples by bi-dimensional electrophoresis followed by western blot did
not show any spot corresponding to NblR either (data not shown).
3.2. In vivo effect of mutation Tyr104Ala at NblR
Since the mutation of both cysteines has an effect in the in vivo ac-
tivity of NblR we evaluated the impact to mutate to alanine the con-
served aromatic residue, Tyr104 in NblR, involved in the “T-loop-Y”
switch that leads to RR dimerization upon phosphorylation. F llow-
ing the approach described previously the strain NblRY104A-RCS3
was generated (Table 1) and the response to nitrogen and sulphur
stresses was analyzed. In contrast with the moderate effect produced
by the cysteine mutations, the change to alanine of Tyr104 completely
impairs the phycobilisome degradation under these stress conditions
(Fig. 4A and B). Accordingly, NblRY104A was unable to induce nblA ex-
pression as concluded from the reporter assays (Fig. 4C), conferring to
this strain a phenotype close of the NblR null mutant (Fig. 4A–C).
Western blot analysis showed that the Tyr104Alamutation does not
induce the removal of the protein (Fig. 4D), a potential explanation for
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Fig. 2. In vivo analysis of the effect of cystein mutation on NblR. (A) Pigment degradation in NblR mutants. Time curse of PBS degradation plotted as a function of time in strains
starved for nitrogen (left) or sulfur (right) during 72 h. NblR (□), NblR− (○), NblRC69A (▽), NblRC96A (◊) and NblRC69A/C96A (△). (B) Visual appearance of the same cultures after
1 ml cell aliquots were removed and photographed at the indicated times of starvation. (C). Induction of nblA::luxAB. Bioluminiscence activity (RLU ml−1 OD750−1 (10 s)−1) is plotted
as a function of time in strains starved for nitrogen (−N) or sulfur (−S). The mean values and standard deviations for three independent experiments are shown.
Fig. 3. Effect of nblR mutations on protein expression levels. Immunodetection of NblR
in protein extracts obtained 12 h after transfer of cultures from nitrate to nitrogen-free
media. The immunodetected NblR is indicated by a black arrowhead. For each lane the
protein loading control, after membrane staining, is shown (lower panel).
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was less stable in vivo. Possible in vivo posttranscriptional modiﬁca-
tions induced by stress conditions were analyzed by western blot in
native-PAGE using extracts from the wild-type strain subject to nitro-
gen deprivation or high light. Unfortunately, any band attributable to
NblR could b detected in these g ls (Fig. S1). A alysis of these sam-
ples by bi-dimensional electrophoresis followed by western blot did
not show any spot corresponding to NblR either (data not shown).
3.2. In vivo effect of mutation Tyr104Ala at NblR
Since the mutation of both cysteines has an effect in the in vivo ac-
tivity of NblR we evaluated the impact to mutate to alanine the con-
served aromatic residue, Tyr104 in NblR, involved in the “T-lo p-Y”
switch t at leads to RR dimerization upon phosphorylation. Follow-
ing the approach described previously the strain NblRY104A-RCS3
was generated (Table 1) and the response to nitrogen and sulphur
stresses was analyzed. In contrast with the moderate effect produced
by the cysteine mutations, the change to alanine of Tyr104 completely
impairs the phycobilisome degradation under these stress conditions
(Fig. 4A and B). Accordingly, NblRY104A was unable to induce nblA ex-
pression as concluded from the reporter assays (Fig. 4C), conferring to
this strain a phenotype close of the NblR null mutant (Fig. 4A–C).
Western blot analysis showed that the Tyr104Alamutation does not
induce the removal of the protein (Fig. 4D), a potential explanation for
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Fig. 3. Effect of nblR mutations on protein expression levels. Immunodetection of NblR
in protein extr cts obtained 12 h after transfer of cultu es from nitrate to nitrogen-free
media. The immunodetected NblR is indicated by a black arrowhead. For each lane the
protein loading control, after membrane staining, is shown (lower panel).
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was less stable in vivo. Possible in vivo posttranscriptional modiﬁca-
tions induced by stress conditions were analyzed by western blot in
native-PAGE using extracts from the wild-type strain subject to nitro-
gen deprivation or high light. Unfortunately, any band attributable to
NblR could be detected in these gels (Fig. S1). Analysis of these sam-
ples by bi-dimensional electrophoresis followed by western blot did
not show any spot corresponding to NblR either (data not shown).
3.2. In vivo effect of mutation Tyr104Ala at NblR
Since the mutation of both cysteines has an effect in the in vivo ac-
tivity of NblR we evaluated the impact to mutate to alanine the con-
served aromatic residue, Tyr104 in NblR, involved in the “T-loop-Y”
switch that leads to RR dimerization upon phosphorylation. Follow-
ing the approach described previously the strain NblRY104A-RCS3
was generated (Table 1) and the response to nitrogen and sulphur
stresses was analyzed. In contrast with the moderate effect produced
by the cysteine mutations, the change to alanine of Tyr104 completely
impairs the phycobilisome degradation under these stress conditions
(Fig. 4A and B). Accordingly, NblRY104A was unable to induce nblA ex-
pression as concluded from the reporter assays (Fig. 4C), conferring to
this strain a phenotype close of the NblR null mutant (Fig. 4A–C).
Western blot analysis showed that the Tyr104Alamutation does not
induce the removal of the protein (Fig. 4D), a potential explanation for
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Fig. 3. Effect of nblR mutations on protein expression levels. Immunodetection of NblR
in protein extrac s obtained 12 h after transfer of cultures from nitrate to nitrog n-free
media. The immunodetected NblR is indicated by a bl ck arrowhead. For each lane the
protein loading co trol, after membrane staining, is shown (lower panel).
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was less stable in vivo. Possible in vivo posttranscriptional modiﬁca-
tions induced by stress conditions were analyzed by western blot in
native-PAGE using extracts from the wild-type strain subject to nitro-
gen deprivation or high light. Unfortunately, any band attributable to
NblR could be detected in these gels (Fig. S1). Analysis of these sam-
ples by bi-dimensional electrophoresis followed by west rn blot id
not show any spot corresponding to NblR either (data not shown).
3.2. In vivo effect of mutation Tyr104Ala at NblR
Since the mutatio of both cysteines has an effect i the in vivo ac-
tivity of NblR we evaluated the impact to mutate to alanine the con-
served aromatic residue, Tyr104 in NblR, involved in the “T-loop-Y”
switch that leads to RR dimerization upon phosphorylation. Follow-
ing the approach described previously the strain NblRY104A-RCS3
was generated (Table 1) and th response to nitrogen and sulphur
stresses was analyzed. In contrast with the moderate effect produced
by the cysteine mutations, the change to alanine of Tyr104 completely
impairs the phycobilisome degradation under these stress conditions
(Fig. 4A and B). Accordingly, NblRY104A was unable to induce nblA ex-
pression as concluded from the reporter assays (Fig. 4C), conferring to
this strain a phenotype close of the NblR null mutant (Fig. 4A–C).
Western blot analysis showed that the Tyr104Alamutation does not
induce the removal of the protein (Fig. 4D), a potential explanation for
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as a function of time in strains starved for nitrogen (−N) or sulfur (−S). The mean values and standard deviations for three independent expe iments are shown.
Fig. 3. Effect of nblR mutations on protein expression levels. Immunodetection of NblR
in protein extracts obtained 12 h after transfer of cultures from nitrate to nitrogen-free
media. The immunodetected NblR is indicated by a bla k arrowhead. For each lane the
protein loading control, after membrane staining, is shown (lower panel).
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proteína!para! la!cepa!NblRC69A/C96APRCS3!por!el! contrario!estaban! ligeramente!
disminuidos! sugiriendo! que! este! mutante! era! menos! estable! in( vivo( (Figura!
55c).!!
2.3.2.N!Efecto!in!vivo!de!la!mutación!Y104A!en!NblR.!
Las!mutaciones!en! las!Cys69!y!Cys96!parecían! tener!efecto!en! la!actividad! in(
vivo( de! NblR! y! dado! que! este! RR! no! se! activa! por! fosforilación! de! manera!
convencional!en!el!Asp!fosfoaceptor!(Ruiz(D.(et(al,(2008),!decidimos!evaluar!el!
impacto!de! la!Tyr! responsable!del!mecanismo!YPT!en! los!RRs!canónicos.!Para!
ello,!se!creó!una!cepa!de!S.(elongatus(PCC7942!NblRY104APRCS3(que!portaba!la!
mutación! Y104A! en! NblR,! y! se! analizó! la! pérdida! de! pigmentación! por!
degradación! de! los! ficobilisomas! en! condiciones! de! estrés! por! falta! de!
nitrógeno!y!azufre.!!
Figura!56.!Cuantificación!de!la!importancia!de!la!Tyr104!en!NblR!in!vivo.!Efecto!de!la!mutación!
NblRY104APRCS3! en! la! activación! del! gen! nblA! en! S.( elongatus( PCC7942( mediante! (a)la!
cuantificación!de!la!degradación!de!los!ficobilisomas!y!mediante!(b)la!pérdida!de!pigmentos!en!
condiciones! de! estrés! por! falta! de! nitrógeno! (PN)! o! de! azufre! (PS).! (c)Cuantificación! de!
bioluminiscencia! emitida! por( luxAB( en! la! cepa!mutante! NblRY104APRCS3! y! los! controles! tras! la!
activación!del!gen!nblA!en!condiciones!–N!y!–S.! (d)Ensayos!de!WesternPBlot!(panel!superior)!y!
tinción!comassie!(panel! inferior)!de!extractos!de! la!cepa!del!mutante!NblRY104APRCS3,!así!como!
de! la! cepa! silvestres,!NblR,! y! de! la! cepa! deleccional! para!NblR,!NblRPPRCS3.! La! flecha! púrpura!
señala!la!detección!de!NblR.!
!
!
the null phenotype exhibited by the nblRY104A strain. However, a visible
decrease on the protein level compared with the control strain was ob-
served (Fig. 4D), indicating a lower stability in vivo for NblRY104A. All to-
gether, the in vivo mutagenic assays indicated that perturbation in the
characteristic surface that mediates dimerization of receiver domains
(Fig. 1) in the active state impairs NblR signalling. This suggests that
NblR follows a canonical mechanism of signalling even though this is
not triggered by phosphorylation.
3.3. In vitro characterization of NblR and mutant derivatives
Wild-type and mutant derivatives of NblR carrying alanine substi-
tutions were obtained with a six histidine N-terminal tag, overex-
pressed in E. coli and puriﬁed as described [10].
3.3.1. Structural characterization of the proteins by circular dichroism
spectroscopy
Changes in the secondary structure of the wild-type NblR,
NblRC69A, NblRC96A, NblRC69A/C96A and NblRY104A proteins by far-
UV CD were investigated. As shown in Fig. 5, the shape of the spec-
trum was basically the same for all ﬁve proteins, consistent with no
major changes in secondary structure. The small increases in the
ellipticity values at 222 nm for the mutant proteins (when com-
pared to the spectrum of the wild-type protein) could be due ei-
ther to the removal of the cysteine or aromatic residues, or
alternatively to small conformational changes of the neighbouring
aromatic side chains, which also absorb at 222 nm [26]. The NblR
modelled structure (Fig. 1) suggests that the packing of the side
chains of several phenylalanine and tyrosine residues could be al-
tered in the cysteine mutant proteins, particularly important are
Phe68 and Tyr104, two close residues to the mutated cysteines
(Fig. 1). Thus, the small differences in the far-UV spectra between
NblR and mutant derivatives are most probably due to ch nges in
the packing of nearby aromatic residues, and/or removal of the
cysteine or aromatic residues.
3.3.2. Free thiol groups in NblR, NblRC69A and NblRC96A proteins
The possible involvement of Cys69 and Cys96 in disulphide brid-
ges was analyzed by mass spectrometry with NblR, NblRC69A and
NblRC96A. Since iodoacetamide reacts only with free thiol groups,
the previous addition of DTT to protein ensures that all thiol groups
are reduced and therefore accessible before addition of iodoaceta-
mide. Thus, a normalized ratio of the intensity of the peaks from
the Cys-containing peptides with and without DTT treatment
would reﬂect the degree of accessibility of free thiols. As shown in
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El! mutante! Y104A! reduce! totalmente! la! degradación! de! ficobilisomas! en!
condiciones!de!estrés,!un!efecto!mayor!que!el!producido!por!los!mutantes!en!
Cys!(Figura!56).!La!cepa!del!mutante!NblRY104APRCS3!apenas!mostró!activación!
del!promotor!nblA! y! el! fenotipo!de!esta! cepa! se!acerca!al! fenotipo!obtenido!
por! la! cepa! mutante! deleccional! de! NblR,! NblRP! (Figura! 56aPc).! Ensayos! de!
WesternPBlot! muestran! que! la! proteína! se! expresa! a! pesar! de! la! mutación!
aunque! su! estabilidad! es! menor! en! comparación! con! los! mutantes! a! Cys!
(Figura!56d).!
!
Estos! resultados! muestran! que! la! Tyr104! es! un! residuo! importante! en! el!
mecanismo! de! activación! de! NblR! in( vivo,! del! mismo! modo! que! en! los! RRs!
canónicos,!a!pesar!de!que!este!mecanismo!es!independiente!de!fosforilación.!!
2.3.3.N!Caracterización!in!vitro!de!los!mutantes!de!NblR.!
Con! el! fin! de! detectar! cambios! en! las! estructura! secundaria! y! terciaria! de! la!
proteína!debido!a!las!mutaciones,!se!realizaron!ensayos!de!Dicroísmo!Circular!
(DC)!y!cromatografía!de!filtración!en!gel! tanto!para! la!proteína!NblR!silvestre!
como!para!los!mutantes!NblRC69A,!NblRC96A,!NblRC69A/C96A!y!NblRY104A.!
!
Los! ensayos! de! DC! muestran! que! no! existen! cambios! importantes! en! la!
estructura! secundaria! de! los! cuatro! mutantes! (Figura! 54a).! Existen! unos!
pequeños!cambios!en!los!valores!de!elipticidad!a!222nm!entre!NblR!silvestre!y!
los!mutantes,!posiblemente!debidos!a!el!intercambio!de!los!residuos!de!Cys!o!
Tyr!por!Ala!o!a!pequeños!cambios!conformacionales!alrededor!de!los!residuos!
mutados! que! podrían! también! absorber! a! 222nm! (Figura! 57a).! El! modelo!
obtenido! para! el! dominio! REC! de! NblR!muestra! que! las! mutaciones! C69A! y!
C96A!podrían!alterar!la!conformación!de!los!residuos!cercanos,!especialmente!
de! la! Phe68! y! la! Tyr104,! generando! los! pequeños! cambios! observados! en!
nuestros!resultados!de!DC!(Figura!54b!y!57a).!
Para!investigar!el!impacto!de!las!mutaciones!C69A,!C96A!y!Y104A!en!el!estado!
oligomérico!de!la!proteína!se!realizaron!ensayos!de!cromatografía!de!filtración!
en!gel!con!las!proteínas!NblR,!NblRC69A,!NblRC96A,!NblRC69A/C96A!y!NblRY104A.!Estos!
ensayos!muestran!como!los!mutantes!y!la!proteína!silvestre!se!comportan!de!
manera! similar! eluyendo! como! un! pico! único! a! un! volumen! entre! 16,5ml! y!
16,8ml,! que! corresponde! con! unos! pesos! moleculares! de! entre! 25000! y!
30000Da,! exactamente! alrededor! del! peso! correspondiente! a! la! proteína!
monomérica,!28590Da!(Figura!57b).!!
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Figura! 57.! Caracterización! estructural! de! NblR! silvestre! y! sus! mutantes.! Ensayos! de!
(a)dicroísmo! circular! y! de! (b)filtración! en! gel! de! las! proteínas! NblR,! NblRC69A,! NblRC96A,!
NblRC69A/C96A!y!NblRY104A.!!
!
Los! resultados! obtenidos! mediante! DC! y! filtración! en! gel! indican! que! las!
mutaciones!no!afectan!al!plegamiento!de!la!proteína!ni!al!estado!cuaternario!
de!la!misma,!ya!que!todas!las!proteínas!se!encuentran!en!estado!monomérico.!
!
Por!otra!parte,!se!comprobó!el!efecto!de!las!mutaciones!C69A,!C96A!y!Y104A!
en! la!capacidad!de!NblR!para!unirse!a!su!promotor.!Se!realizaron!ensayos!de!
EMSA!con!la!proteína!silvestre!y!los!mutantes!NblRC69A,!NblRC96A,!NblRC69A/C96A!y!
NblRY104A!y!el!promotor!del!gen!nblA.!La!secuencias!nucleotídicas!de!unión!de!
NblR!al!promotor!nblA(no!se!conocían!con!exactitud!y!sólo!se!había!detectado!
interacción! con! este! promotor! utilizando! altas! concentraciones! de! NblR! y!
fragmentos! relativamente! grandes,! 205! pares! de! bases! (bp)! (Luque( I.( et( al,(
2001).!!
Por!ello,!se!utilizó!la!región!que!comprende!desde!el!nucleótido!P296!al!P46!del!
promotor!para!realizar! los!ensayos.!Los!resultados!de!EMSA!obtenidos!con! la!
proteína! silvestre! sólo! muestran! la! aparición! de! una! banda! resultado! de! la!
interacción! NblRPnblA! a! altas! concentraciones! de! NblR! (9,56µM).! A!
concentraciones!bajas!de!NblR!(0,38!y!3,8μM)!sólo!se!aprecia!una!disminución!
del! ADN! libre! y! la! aparición! de! un! “smear”.! Estos! resultados! sugieren! que!
posiblemente!esta!región!del!promotor!posee!varios!sitios!de!unión!para!NblR!
o! a! que! la! proteína! se! está! uniendo! a! su! promotor! formando! algún! tipo! de!
oligómero!que!no!detectamos!en!solución!(Figura!58a).!!
the null phenotype exhibited by the nblRY104A strain. However, a visible
decrease on the protein level compared with the control strain was ob-
served (Fig. 4D), indicating a lower stability in vivo for NblRY104A. All to-
gether, the in vivo mutagenic assays indicated that perturbation in the
characteristic surface that mediates dimerization of receiver domains
(Fig. 1) in the active state impairs NblR signalling. This suggests that
NblR follows a canonical mechanism of signalling even though this is
not triggered by phosphorylation.
3.3. In vitro characterization of NblR and mutant derivatives
Wild-type and mutant derivatives of NblR carrying alanine substi-
tutions were obtained with a six histidine N-terminal tag, overex-
pressed in E. coli and puriﬁed as described [10].
3.3.1. Structural characterization of the proteins by circular dichroism
spectroscopy
Changes in the secondary structure of the wild-type NblR,
NblRC69A, NblRC96A, NblRC69A/C96A and NblRY104A proteins by far-
UV CD were investigated. As shown in Fig. 5, the shape of the spec-
trum was basically the same for all ﬁve proteins, consistent with no
major changes in secondary structure. The small increases in the
ellipticity values at 222 nm for the mutant proteins (when com-
pared to the spectrum of the wild-type protein) could be due ei-
ther to the removal of the cysteine or aromatic residues, or
alternatively to small conformational changes of the neighbouring
aromatic side chains, which also absorb at 222 nm [26]. The NblR
modelled structure (Fig. 1) suggests that the packing of the side
chains of several phenylalanine and tyrosine residues could be al-
tered in the cysteine mutant proteins, particularly important are
Phe68 and Tyr104, two close residues to the mutated cysteines
(Fig. 1). Thus, the small differences in the far-UV spectra between
NblR and mutant derivatives are most probably due to changes in
the packing of nearby aromatic residues, and/or removal of the
cysteine or aromatic residues.
3.3.2. Free thiol groups in NblR, NblRC69A and NblRC96A proteins
The possible involvement of Cys69 and Cys96 in disulphide brid-
ges was analyzed by mass spectrometry with NblR, NblRC69A and
NblRC96A. Since iodoacetamide reacts only with free thiol groups,
the previous addition of DTT to protein ensures that all thiol groups
are reduced and therefore accessible before addition of iodoaceta-
mide. Thus, a normalized ratio of the intensity of the peaks from
the Cys-containing peptides with and without DTT treatment
would reﬂect the degree of accessibility of free thiols. As shown in
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Figura! 58.! Interacción! de! NblR! silvestre! y! sus! mutantes! con! regiones! del! promotor! nblA.!
(a)Ensayos!de!retardo!en!gel!al!6%!de!acrilamida!en!condiciones!nativas!(EMSA)!de!las!proteínas!
NblR,! NblRC69A,! NblRC96A,! NblRC69A/C96A! y! NblRY104A,! a! concentraciones! 0,38,! 3,8! y! 9,56μM, con!
0,05pmoles!de!la!región!desde!P296!a!P45!de!su!promotor!nblA.!La!muestra!control!corresponde!
a! NblR! silvestre! con! la! región! desde! P223! a! +4! del! promotor! rpoD5.! Las! flechas! negras!
corresponden! con! las! bandas! correspondientes! a! la! formación! del! complejo! proteínaPADN.!
(b)Ensayos!de!fluorescencia!representados!como!KD!(µM)!para!NblR!silvestre!y!los!mutantes!con!
los!diferentes!fragmentos!del!promotor!nblA!representados!a!la!izquierda!de!la!tabla.!Los!sitios!
HLR1!de!unión!de!RpaB!y!SrrA!aparecen!representados!con!cuadrados!blancos!mientras!los!sitios!
de!unión!de!NtcA!aparecen!como!cuadros!negros.!Los!errores!para!cada!medida!representan!los!
errores!al!ajustar! los!valores!medidos!a!una!ecuación!de! intensidad!de! fluorescencia!a!335nm!
tras!excitar!a!280nm.!Aquellas!medidas!cuya!KD!no!pudieron!determinarse,!debido!a!la!ausencia!
de!un!ajuste!sigmoidal!durante!la!titulación!aparecen!representadas!como!“b”!(ANEXO!Figura!1).!!
!
La! interacción!de! los!mutantes!NblRC69A,!NblRC96A! y!NblRC69A/C96A! con! la! región!
del! promotor!muestran! bandas!más! difusas! que! las! que! se! aprecían! para! la!
interacción!del!promotor!con!la!proteína!silvestre!(Figura!58a),!mostrándonos!
que! la!afinidad!de! los!mutantes!de!Cys!de!NblR!por! la! región! P296!al! P45!del!
promotor!nblA!es!menor!con!respecto!a! la!proteína!silvestre.!Sin!embargo,! la!
interacción!NblRPnblA! parece! ser! específica! ya!que!no! se!observa! retardo!en!
gel!para!NblR!con!otro!ADN!como!es! la!región!P223!a!+4!del!promotor!rpoD5!
utilizada!como!control!(Figura!58a).!Por!el!contrario,!la!interacción!del!mutante!
consensus sequences for NblR binding are not known and detection
of band-shifts have been only observed with very concentrated
NblR protein and relatively large DNA fragment [9].
As shown in Fig. 8A,NblR–PnblA interaction produces a smearwhere
discrete bands were hardly observable, a result suggesting that this re-
gion contains several binding sites for NblR. When the mutant proteins
were used, a lower number of band-shifts were observed. Bands shifted
by NblRC96A and NblRY104A ran mo e diffuse than the fully tarded
bands obtained with NblR. This effect is more evident for NblRC69A
and NblRC69A/C96A, where shifted bands ran faster, and they were ex-
tremely diffuse. Thus, it appears that puriﬁedmutant proteins showde-
creased afﬁnity for the nblA promoter region (Fig. 8A, and data not
shown). The speciﬁcity of the binding was supported by the lack of
band-shifts in a parallel assaywith a probe of similar size corresponding
to the rpoD5 promoter region (Fig. 8A, control lanes).
To delimitate the PnblA region recognized by NblR and to quantify
the afﬁnity for this regionwe carried outﬂuorescence steady state bind-
ing assays with short overlapping DNA fragments covering the com-
plete promoter region analyzed by EMSA (Fig. 8B). In these assays
variations in the intrinsic ﬂuorescence of the three tyrosines and one
tryptophan present in the predicted DNA-interacting helices of NblR
were monitored in the presence of variable concentrations of each
DNA-fragment (PnblA1-4) analyzed. In all cases we observed, by
excitation at 280 nm (maximum of tyrosine absorption), a decrease in
the ﬂuorescence as the [DNA-box] was increased (Fig. S2). However,
in one DNA-fragment (PnblA3), in the presence of wild-type NblR, we
observed an increase in the ﬂuorescence emission (data not shown)
suggesting a different way of interaction f NblR with this PnblA frag-
ment. Observation of the ﬂuorescence changes at 295 nm (maximum
of tryptophan absorption), did not yield in any of the cases a sigmoidal
decrease of the ﬂuorescence intensity; these results uggest that proba-
bly tryptophan residues are close to the binding site but their environ-
ment is not affected upon proximity of the DNA-fragment.
We observ d sigmoi al titration curv s for wild-type NblR a d all the
PnblA1–4 fragments (Figs. 8B, S2 and S3). The calculated KDs (in μM) for
wild-type NblR-PnblA fragments complexes are similar, but they are not
identical, and the values are smaller (that is, larger afﬁnity) for PnblA2
and PnblA4 (Fig. 8B). Interestingly enough, control experiments with an
unrelated DNA-fragment (E3-box recognized by human transcriptional
helix-loop-helix motifs [33]) did not yield a ﬂuorescence titration curve
(Fig. S4). These results suggest that the several binding sites for NblR
revealed by the EMSA assays should be distributed along the nblA pro-
moter. Parallel assays with NblR mutant variants did not show any sig-
moidal tritation curves (Fig. S3) except for NblRC69A with PnblA4
fragment that showed a KD value similar to those measured for wild-
type NblR, within the ﬁtting errors (Fig. 8B). This ﬁnding suggests that
NblR NblRC69A NblRC96A NblRC69A/C96A NblRY104A ControlA
NblR NblRC69A NblRC96A NblRC69A/C96A NblRY104A297 45 PnblA
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Fig. 8. Interaction of NblR and mutant variants with the nblA promoter region. (A) Gel retardation assays. A 32P-end-labeled DNA sequence of the−296 to−46 region of nblA (0.05
pmol; PnblA schematized in panel B) was used as probe and incubated with increasing concentrations (0.38, 3.8 and 9.56 μM) of NblR, NblRC69A, NblRC96A NblRC69A/C96A and
NblRY104A in the presence of an excess of unspeciﬁc poly(dI–dC) DNA. For the control assay NblR and a DNA fragment of the−223 to +4 region of rpoD5 were used instead. Com-
plexes were electrophoreticaly separated using 6% native polyacrylamide gels. While and black arrowheads indicate, respectively, the nblA DNA probe and retarded bands. (B) Fluo-
rescence binding assays. KD values (in μM) calculated for wild-type NblR and the mutants with short overlapping DNA fragments (PnblA1-4) covering the complete nblA promoter
region (PnblA) that was analyzed by EMSA in (A). Relevant promoter features are indicated at the left. HlR1 motives (RpaB and SrrA bin ing sites) and NtcA binding sites are indi-
cated by white and black squares, respectively, and transcription initiation sites by arrows. The reported errors are the ﬁtting errors to Eq. (1) of the ﬂuorescence intensity at
335 nm, after excitation at 280 nm. Similar values were obtained when the intensities at 315 or 350 nm were monitored. The values obtained from the ﬁtting of the bλ> were
also similar. Those KD values indicated with a “b” were not determined, due to the absence of sigmoidal behaviour, during the titration (Fig. S3).
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NblRY104A! al! promotor!nblA! es! similar! a! la! observada! con! la! especie! silvestre!
(Figura!58a).!Esto!indicaría!que!el!residuo!de!Tyr104,!a!pesar!de!ser!importante!
para! la! activación! del! gen! en! nuestros! resultados! in( vivo( (Figura! 56),! a! altas!
concentraciones!puede!interaccionar!con!el!promotor!nblA.!
!
Con!la!intención!de!delimitar!la!zona!de!interacción!y!cuantificar!la!interacción!
de!NblR!con!su!promotor!nblA,!se!realizaron!ensayos!de!interacción!midiendo!
las! variaciones! en! la! fluorescencia! intrínseca! de! NblR! en! presencia! de!
diferentes! fragmentos! de! la! región! promotora! (Figura! 58b).! Dicha!
fluorescencia! intrínseca! se! debía! a! la! presencia! de! tres! Tyr! y! un! Trp! que! se!
localizaban! en! una! región! que! predeciblemente,! según! el! modelo! de! NblR,!
interaccionaba!con!el!ADN.!El!promotor!completo!del!gen!nblA!(P297!a!P45)!se!
dividió!en!cuatro!fragmentos,!denominados!nblA1!(P297!a!P191),!nblA2!(P257!a!
–P147),! nblA3( (P204! a! P99)! ! y! nblA4! (P156! a! P45).! Como! control! negativo! se!
utilizó! la! caja!E3!que! reconoce! los!motivos!HTH!de! factores! transcripcionales!
humanos,!para! los!que!no!se!observó!variaciones!en! la! fluorescencia! (ANEXO!
Figura! 1).! Los! ensayos! de! fluorescencia! se! realizaron! tanto! con! la! proteína!
silvestre!como!con!los!mutantes!usando!la!longitud!de!onda!de!280nm!para!la!
excitación,!correspondiente!al!máximo!de!absorción!de!las!Tyr,!y!la!de!335nm!
para! la! emisión.! Únicamente! se! pudieron! determinar! las! constantes! de!
afinidad,! KD,! para! la! proteína! salvaje! y! para! el! mutante! NblRC69A! con! nblA4!
(Figura!58b),!debido!a!una!ausencia!del!ajuste!sigmoidal!durante! la!titulación!
para!el!resto!de!las!muestras!(ANEXO!Figura!1).!!
!
En! todos! los!casos!se!detectó!una!disminución!de! la! fluorescencia!cuando!se!
incrementaba! la! concentración! de! ADN! (ANEXO! Figura! 1)! aunque! para! el!
fragmento!de!nblA3!se!detectó!un!aumento!de!la!emisión!de!fluorescencia!en!
presencia! de! la! proteína! silvestre! sugiriendo! que! NblR! podría! unirse! a! este!
fragmento! de! diferente! manera.! La! afinidad! de! NblR! por! los! distintos!
fragmentos,!según!los!valores!de!KD!calculados,!son!similares!aunque!parecen!
algo!menores!para!los!fragmentos!nblA2!y!nblA4!(Figura!58b).!Estos!resultados!
indicarían! que! la! región! central! del! promotor! nblA,! P204! a! P99,! corresponde!
con!la!región!de!mayor!afinidad!por!NblR!silvestre!sugiriendo!que!NblR!podría!
reconocer! esta! zona! como! punto! inicial! de! anclado! y! posteriormente!
interacciona!con!el!resto!del!promotor.!!
Por!otra!parte,!los!ensayos!de!fluorescencia!realizados!a!una!longitud!de!onda!
de! 295nm,! correspondiente! al! máximo! de! absorción! para! el! Trp,! no! sufren!
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variaciones!sugiriendo!que!a!pesar!de!que!el!Trp!pueda!quedar!cercano!al!sitio!
de!unión!al!ADN,!la!interacción!NblRPnblA!no!afecta!al!entorno!del!residuo.!!!
En!conjunto,!los!resultados!muestran!que!NblR!se!une!con!mayor!afinidad!a!la!
región!P204!a!P99!del!promotor!nblA(aunque!posee!varios!sitios!de!unión!a!lo!
largo! del! promotor.! Dicha! unión! disminuye! o! se! pierde! en! presencia! de! los!
diversos!mutantes!de!NblR,!a!excepción!del!mutante!NblRC69A!que!se!une!con!
la!misma! afinidad! al! fragmento!nblA4! que! la! proteína! silvestre! (Figura! 58b).!
Para!los!mutantes!cuyas!KD!no!pudieron!medirse!bien!no!hay!unión!con(nblA!o!
bien! las! constantes! de! disociación! son! mayores! que! las! concentraciones!
usadas!en!el!experimento!(por!encima!de!4µM).!!
!
Discusión.!
!
Los!resultados!recogidos!en!este!apartado!de!la!Tesis!muestran!que!para!una!
correcta!activación!del!gen!nblA,!gen!maestro!en!el!proceso!de!clorosis!en!S.(
elongatus(PCC7942,! se! requiere! de! cambios! conformacionales! en! el! RR!NblR!
donde! los! residuos! Cys69,! Cys96! y! Tyr104,! localizados! en! el! dominio! REC,!
juegan!un!importante!papel!(Figura!56!y!58).!La!importancia!del!residuo!Tyr104,!
esencial!en!el!mecanismo!YPT!que!genera!la!superficie!de!dimerización!en!RRs!
canónicos,! hace! pensar! que! NblR! podría! tener! un! mecanismo! de! activación!
similar! a! los!RRs! tipo!OmpR/PhoB.!Esta!observación!es! algo! sorprendente!ya!
que! NblR! en! solución! parece! ser! monomérico! y,! además,! es! incapaz! de! ser!
fosforilado,! proceso! que! desencadena! la! dimerización! en! RRs! canónicos.! La!
importancia!de!los!residuos!de!Cys,!que!también!podrían!modular!la!formación!
de! esta! superficie! de! dimerización,! apoyan! que! la! dimerización! u!
oligomerización!de!este!RR!debe!ser!un!proceso!clave!en!su! función,!aunque!
desconocemos! por! que! mecanismo! se! induce.! La! posible! formación! de!
oligómeros! de! NblR! tras! su! activación! también! viene! apoyada! por! la! amplia!
región!del!promotor!nblA!a!la!que!se!une!este!RR!(Figura!58b).!
!
Por!otra!parte,!el!hecho!de!que!necesitemos!unas!concentraciones!altas!de!las!
proteínas! de! NblR! para! detectar! interacción! con! el! promotor! nblA! en! los!
ensayos! de! EMSA,! sugiere! que!NblR! presenta! in( vitro! baja! afinidad! por! este!
promotor.!El!análisis!de!la!unión!de!otros!RRs!de!la!familia!de!OmpR/PhoB!y!de!
la!familia!LytR!a!sus!promotores!diana!por!los!que!presentan!baja!afinidad!ha!
sido! justificado!por! la!necesidad!de! formar!heterodímeros!o!de! interaccionar!
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con! otros! factores! transcripcionales! para! inducir! la! unión.! El! análisis! de! la!
secuencia!de!NblR!muestra! residuos! compatibles! con!una!dimerización!4P5P5!
(Figura! 59),! observada! en! los! RRs! PhoB! (PDB:1ZES)! y! SrrA,! similares! a! los!
residuos!que!intervienen!en!la!homodimerización!de!SrrA!y!que!podrían!ser!los!
responsables!de!la!heterodimerización!con!los!RRs!SrrA!y!RpaB!(Figura!59).!!
Esta!observación!abriría!la!puerta!a!que!NblR!pudiera!heterodimerizar!con,!por!
ejemplo,! los! RRs! RpaB! y! SrrA,! los! cuales! también! interaccionan! con! el!
promotor!nblA! y!pertenecen!además!a! la! familia!OmpR/PhoB.!Esto!explicaría!
por!una!parte!el!efecto!in(vivo!de!las!mutaciones!a!Ala!en!las!Cys!y!sobre!todo!
en!la!Tyr,(las!cuales!afectarían!a!la!superficie!α4β5α5!de!dimerización!de!NblR,!
y!por!otra!parte!las!observaciones!de!que!NblR!y!NblS,!la!HK!que!regula!RpaB!y!
SrrA,!muestren!patrones!de!regulación!similares!aunque!no!formen!entre!ellos!
un!TCS.!!!
!
Figura! 59.! Alineamiento! de! secuencia! del! dominio! REC! de! NblR! con! otros! RRs! tipo! 4N5N5.!
Alineamiento!de!la!secuencia!proteica!del!dominio!REC!del!RR!NblR!y!el!RR!PhoB!de!E.(coli!y!los!
RRs!SrrA!y!RpaB!de!S.(elongatus(PCC7942.!En!rojo!se!colorea!el!residuo!fosfoaceptor,!en!azul!los!
residuos!de!Tyr!catalíticos!y!los!residuos!de!Cys!importantes!en!NblR.!En!amarillo!se!resaltan!los!
residuos! implicados! en! la! homodimerización! en! las! estructuras! de! los! RRs! PhoB! (PDB:1ZES)! y!
SrrA.!
!
Contribución.!
!
Mi! contribución! personal! en! este! capítulo! de! la! Tesis! ha! sido! la! expresión! y!
purificación!de!las!proteínas!utilizadas!para!los!ensayos!in(vitro!y!la!realización!
de!los!ensayos!de!EMSA,!filtración!en!gel!y! las!medidas!de!afinidad!mediante!
fluorescencia!de!NblR!con!el!promotor!nblA(que!se!realizaron!en!el!laboratorio!
del! Dr.! José! Luis! Neira! en! el! Instituto! de! Biología! Molecular! y! Celular! de! la!
Universidad!Miguel!Hernández!en!Alicante.!Los!ensayos!de!dicroísmo!circular!
se!realizaron!en!el!laboratorio!del!Dr.!José!Luis!Neira!y!los!ensayos!in(vivo(con!S.(
elongatus( PCC7942( fueron! realizados! por! el! laboratorio! de! la! Dra.! Asunción!
Contreras!en!la!Unidad!de!Genética!de!la!Universidad!de!Alicante.!!
!
PhoB      -----------MARRILVVEDEAPIREMVCFVLEQNGFQPVEAEDYDSAVNQLNEPWPDLILLDWM 
SrrA      MRSLKAVEAPSLKEKILVVDDEAAVRRILTMRLSMAGYQVVVASDGHEALAMFEQEAPDLIVLDVM 
RpaB      --------MENRKEKILVVDDEASIRRILETRLAMIGYEVVTAADGEEALITFRNATPDLVVLDVM 
NblR      -------MIAPASPHILLIESDSSLAQQMAGDLLQAGYGTSLANVQQDLFAQIDLQKPDLVIVDRM 
 
PhoB      LPGGSGIQFIKHLKRESMTRDIPVVMLTARGEEEDRVRGLETGADDYITKPFSPKELVARIKAVMRRISQ 
SrrA      LPKLDGYGVCRELRKL---SDVPIIMLSALGDIADRITGLDLGADDYLPKPFSPKELEARIATIL----- 
RpaB      MPKLDGYGVCQELRKE---SDVPIIMLTALGDVADRITGLELGADDYVVKPFSPKELEARIRSVLRRVEK 
NblR      AGGQSGLQFCRQLRDRGL--TIPILLLMGRDTVEDRVACLEAGADDYLLKPYRSDEFLRRLQLYLQREPA 
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Los! resultados! obtenidos! en! este! apartado! fueron! publicados! en! 2012! en! la!
revista!Biochimica!et!Biofisical!Acta!con!la!siguiente!referencia:!!
“Insights! into! the! mechanism! of! activation! of! the! phosphorylationP
independent! response! regulator! NblR.! Role! of! residues! Cys69! and! Cys96.”!
Espinosa! J.,! LópezPRedondo!M.! L.,!MiguelNRomero! L.,! Neira! J.! L.,!Marina! A.,!
Contreras! A.! Biochim( Biophys( Acta.! 2012! May;1819(5):382P90.! doi:!
10.1016/j.bbagrm.2!012.01.007.!
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3.N! BÚSQUEDA! DE! COMPUESTOS! INHIBIDORES! DE! LA!
REACCION! DE! AUTOFOSFORILACIÓN! DE! HKs.
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Los! TCSs! controlan! procesos! importantes! para! la! viabilidad! y!
patogénesis!en!bacterias!y!hongos.!Esta!característica,!unida!a!su!ausencia!en!
mamíferos,! los! ha! propuesto! como! una! atractiva! diana! terapéutica! para! el!
diseño!de!compuestos!con!actividad!antibacteriana!y!antifúngica.!Actualmente!
la! mayoría! de! antibacterianos! presentes! en! el! mercado! provienen! de!
compuestos! naturales! obtenidos! de! hongos! y! bacterias! para! los! que! en!
muchos!casos!se!desconoce!tanto!su!diana!como!su!mecanismo!acción.!!
En! las! últimas! décadas! se! han! desarrollado! un! número! limitado! de! nuevas!
generaciones!de!antibióticos!utilizando!aproximaciones!más!racionales!que!se!
basan! en! un! conocimiento! previo! más! íntimo! de! la! diana! sobre! la! que! se!
pretendía! actuar.! Hoy! en! día,! los! TCSs! y! en! concreto! las! HKs,! representan!
nuevas!dianas! terapéuticas.! En! concreto,!diferentes!estudios! las!han! incluido!
como!dianas!para! la!búsqueda!de!nuevos!antibióticos! intentando!desarrollar!
compuestos!que!mimeticen!la!adenina!del!ATP!y!se!unan!al!dominio!CA!de!las!
HKs! inhibiendo! con! ello! la! capacidad! de! autofosforilación! de! estos! enzimas.!
Debido! a! la! gran! homología! del! dominio! CA! entre! las! HKs,! este! tipo! de!
inhibidores!permitirían!una!acción!de!amplio!espectro!y! constituirían!uno!de!
los!últimos!esfuerzos!en!el!diseño!de!nuevos!fármacos!antibacterianos.!!
!
La! búsqueda! racional! de! nuevos! antibacterianos! en! dianas! conocidas! es! un!
proceso!que!implica! la!utilización!de!diferentes!métodos! in(silico,! in(vitro!e! in(
vivo.!Así!pues,!para!abordar!dicho!objetivo!en!el!presente!trabajo!de!Tesis!se!
utilizaron!diferentes!métodos.!Por!una!parte,!se!desarrolló!una!aproximación!
in(silico!para!la!búsqueda!de!compuestos!mimetizadores!de!la!adenina!del!ATP!
utilizando!programas! informáticos!que!predecían! la! capacidad!de! interacción!
de! estos! compuestos! con! el! dominio! CA! proveniente! de! estructuras!
tridimensionales! conocidas! para! diferentes! HKs.! Por! otra! parte,! se! cribó! in(
vitro! una! librería! de! pequeños! compuestos! buscando! inhibidores! de! la!
autofosforilación.!Finalmente,!los!compuestos!puestos!de!manifiesto!por!estas!
aproximaciones! fueron! testados! in( vitro( tanto! su! capacidad! de! inhibir! las!
reacciones! catalizadas! por! una! batería! de! HKs,! como! su! capacidad! para!
provocar! agregación!de!estas!HKs! y! así! como! su!actividad!bactericida! in( vivo!
sobre!una!batería!de!bacterias!gramPpositivas!y!gramPnegativas.!!
Los!pasos!anteriormente!descritos!se!repitieron!de!forma!cíclica!con!el! fin!de!
mejorar!tanto!la!capacidad!inhibitoria!sobre!HKs!como!la!actividad!bactericida!
de! estos! compuestos! inicialmente! revelados,! obteniendo! generaciones! de!
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compuestos! viables! para! continuar! con! la! optimización! clínica! que! puedan!
concluir!en!un!nuevo!fármaco.!
!
Este! objetivo,! se! engloba! en! una! iniciativa! europea! de! búsqueda! de! nuevos!
compuestos! antibacterianos! llamada! STARTSPINT! en! la! que! el! laboratorio!
donde! se! ha! realizado! esta! Tesis! Doctoral! ha! participado.! Esta! iniciativa!
consiste!en!la!búsqueda!de!inhibidores!de!la!autofosforilación!de!las!HKs!como!
posibles! compuestos! antibacterianos.! Para! llevarla! a! cabo,! participan!
laboratorios!de!diferentes!países!europeos!como! la!empresa! InhibOx!Limited!
en! Inglaterra! donde! se! realizan! una! parte! de! los! análisis! in( silico( y( el!
laboratorio! del! Dr.! Jerry! M.! Wells! en! la! Universidad! de! Wageningen! en!
Holanda!donde!se!realizan!una!parte!de! los!ensayos! in(vivo( (Figura!60).!En!el!
laboratorio!del!Dr.!Alberto!Marina!se!realizan!otra!parte!de!los!ensayos!in(silico!
e! in( vivo,! así! como! la! totalidad! de! los! análisis! in( vitro( para! la! búsqueda! de!
compuestos!antibacterianos!(Figura!60).(La!síntesis!de!nuevos!compuestos!se!
realizó! por! compañías! comerciales! y! por! el! laboratorio! del! Dr.! Aigars!
Jirgensons! en! el! LATVIJAS! ORGANISKAS! SINTEZES! INSTITUTS! de! Letonia! que!
también!forma!parte!de!la!iniciativa!(Figura!60).!
Figura!60.!Programa!STARTSNINT!de!búsqueda!de!inhibidores!de!las!HKs.!La!red!está!compuesta!
por!cuatro! laboratorios!distribuidos!por!Europa!que!realizan!cada!uno!de! los!pasos!necesarios!
para! la!obtención!de!fármacos!antibacterianos!basados!en! la! inhibición!de! las!HKs.!Las! flechas!
continuas!indican!el!trabajo!que!se!está!llevando!a!cabo!actualmente!y!las!flechas!discontinuas!
el!trabajo!futuro.!!!
!
Búsqueda)de)inhibidores)in#vitro)
Ensayos)inhibición)y)agregación)in#vitro#
Ensayos)in#vivo)suscep6bilidad)
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Búsqueda)virtual)de)inhibidores)
basada)en)la)estructura)
Búsqueda)virtual)de)inhibidores)
basada)en)el)ligando)
Red$de$búsqueda$de$inhibidores$STARTS3IN$$
Op6mización)clínica)
Obtención)fármaco)
Síntesis)de)compuestos)
inhibidores)#
Puriﬁcación)HKs)diana)
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Con!la!finalidad!de!desarrollar!compuestos!con!capacidad!de!inhibir!HKs!vía!la!
interacción! con! sus! dominios! catalíticos,! en!particular! el! dominio! de!unión! a!
nucleótido,! en! el! laboratorio! del! Dr.! Marina! se! realizó,! previamente! a! este!
trabajo!de!Tesis,!una!doble!búsqueda!complementada!por!técnicas!in(silico(e!in(
vitro.!La!búsqueda!in(vitro(se!basó!en!el!escrutinio!de!la!capacidad!de!unión!de!
compuestos! de! la! librería! de! pequeños! fragmentos! ChemPXPInfinity!
(Romanville,! Francia)! a! los! dominios! catalíticos! de! dos! HKs,! NblS! y! WalK,!
utilizando!la!fluorometría!diferencial!de!barrido!(Niesen(F.(H.(et(al,(2007)(como!
aproximación!técnica!para!determinar!esta! interacción.(En!paralelo!se!realizó!
un! cribado! virtual! in( silico! de! 600! 000! compuestos! con! características!
farmacológicas! favorables! utilizando! como! diana! las! estructuras! de! los!
dominios!CA!de!tres!HKs!diferentes,!HK853,!CheA!y!KinB.!!
Los! resultados!de!estas!búsquedas!se!analizaron!en!conjunto!con! la! finalidad!
de! encontrar! “andamios”! moleculares! comunes! que! nos! permitieran!
reconocer! los!elementos!comunes!del!sitio!de!unión!a!nucleótido!de! las!HKs.!
De! este! modo! se! podría! realizar! la! búsqueda! de! compuestos! con! amplio!
espectro!de!acción!sobre!estos!enzimas.!!
Los! diez! mejores! compuestos! obtenidos! por! esta! aproximación! fueron!
testados! in( vitro! sobre! una! batería! de! HKs! e! in( vivo! sobre! bacterias! gramP
positivas!y!gramPnegativas,!y!se!seleccionaron!aquellos!que!eran!más!activos.!
Estos!compuestos! sirvieron!como!punto!de!partida!para!un!segundo!ciclo!de!
mejora! por! búsqueda! in( silico! de! compuestos! con! similitud! de! ligando! que!
rindió!una!segunda!batería!de!moléculas!que!fueron!analizados!de!nuevo!por!
ensayos! in( vitro! de! agregación! e! inhibición! de! la! actividad! quinasa! en! HKs!
modelo,!así!como!ensayos! in(vivo!de!susceptibilidad!bacteriana!con!bacterias!
gramPpositivas! y! gramPnegativas( (Velikova( N.( et( al,( 2016).! Entre! los!
compuestos! puestos! de!manifiesto! destacaba! el! que! fue! denominado! como!
S1.13! (Figura! 61)! al! presentar! valores! de! IC50,! concentración! de! compuesto!
necesaria!para!inhibir!al!50%!la!actividad!de!la!enzima,!de!16µM!para!PhoR!de!
Staphylococcus( aureus( (PhoRS)( y! de! 212µM! para! PhoR! de! Escherichia( coli!
(PhoRE)!(Figura!61).!!
!
Anteriormente! a! la! publicación! de! estos! experimentos,! se! publicaron! otros!
compuestos! capaces! de! inhibir! la! actividad! de! la! HK!WalK! de! Streptococcus(
epidermidis( con! unos! valores! de! IC50! entre! 24,2P71,2µM! y! con! un! valor! de!
concentración! inhibitoria! mínima! (MIC! de! sus! siglas! en! inglés! Minimal(
Inhibitory(Concentration)!para!S.(epidermidis(y!S.(aureus!menor!de!1,66µg/ml!
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(Liu( H.( et( al,( 2014).( La! capacidad! bactericida! del! compuesto! S1.13! contra!
cultivos!bacterianos!de!cepas!gramPpositivas,! incluyendo!algunas!cepas!multiP
resistentes! a! antibióticos,! era! de! una! MIC! de! 8µg/ml! en! bacterias! gramP
positivas!(Figura!61),!un!valor!cercano!al!publicado!para!la!teixobactina!(0,06P
4µg/ml)! (Ling( L.( L.( et( al,( 2015),( y! de! una! concentración! bactericida! mínima!
(MBC! de! sus! siglas! en! inglés!Minimal( Bactericidal( Concentration)! ≤16µg/ml!
(Velikova(N.(et(al,(2016).(Hay!que!destacar!que! la!capacidad! inhibitoria!sobre!
HKs! y! la! actividad! bactericida! de! los! compuestos! puestos! de!manifiesto! por!
este! estudio,! eran! similares! a! los! descritos! por! otros! laboratorios! en! esos!
momentos.! Aunque! este! compuesto! no! parecía! tener! efecto! en! bacterias!
gramPnegativas,! sí! era! capaz! de! inhibir! HKs! provenientes! de! estas! bacterias!
sugiriendo,!por!tanto,!que!S1.13!era!incapaz!de!traspasar!las!membranas!de!las!
bacterias!gramPnegativas.!!
!
De! mismo! modo,! los! IC50! observados! sobre! la! HK! PhoR! era! similares! a! los!
descritos! para! compuestos! con! capacidad! de! inhibir! a! la! HK! HK853! de!
Thermotoga(maritima!y!a!VicK!de!Streptococcus(pneumoniae! con!una! IC50!de!
1,21µM! y! 75µM! respectivamente,! y! con! valores! de!MIC! contra! cepas! gramP
positivas!de!Bacillus(subtilis!de!49P64µg/ml!y!contra!cepas!gramPnegativas!de!E.(
coli!de!32P64µg/ml!(Wilke(K.(E.(et(al,(2015).!
!
Figura!61.! Potencial! compuesto! antibacteriano! inhibidor! de!HKs,! S1.13.! Imagen!adaptada!de!
Velikova(N.(et(al,(2016.(Estructura!química!del!compuesto!S1.13.!Ensayos( in(vitro!de! inhibición!
de!la!actividad!quinasa!del!compuesto!en!la!HK!PhoR!de!la!bacteria!gramPpositiva,!E.(coli,(PhoRE,!
y!gramPnegativa,!S.(aureus,(PhoRS.!Los!resultados!para! los!ensayos! in(vivo(de!MIC!en!bacterias!
gramPpositivas!y!gramPnegativas,!aparecen!recogidos!en!la!figura.!!
!
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Una! característica! destacable! del! compuesto! S1.13! es! su! pequeño! tamaño,!
272,4!Da,!frente!al!de!otros!compuestos!descritos!como!la!teixobactina,!con!un!
peso! molecular! de! 1242,47! Da! (Wilke( K.( E.( et( al,( 2015).! Esto! hace! que! el!
compuesto!S1.13!sea!un!buen!candidato!como!punto!de!partida,!permitiendo!
la! inclusión! de! nuevos! grupos! funcionales! y! la! obtención! de! nuevas!
generaciones! de! compuestos! derivados! que! puedan! ser!más! efectivos! como!
antibióticos.!
En! este! apartado! de! la! presente! Tesis! Doctoral! partiremos! de! estos! datos!
obtenidos!en!el! laboratorio!para! abordar! el! estudio! y! caracterización!de!una!
primera!generación!de!compuestos!derivados!del!S1.13,!así!como!la!búsqueda!
de! nuevos! compuestos! por! una! aproximación! cristalográfica! con! librerías! de!
fragmentos!dentro!del!proyecto!XChem!en!el!sincrotrón!Diamond(Light(Source!
(DLS).!
!
3.1.NPRIMERA!GENERACIÓN!DE!COMPUESTOS!DERIVADOS!DE!S1.13.!
!
Para! realizar! la! búsqueda! in( silico( de! la! nueva! generación! de! compuestos!
mejorados! que! cumplieran! con! características! farmacológicas,! que! hemos!
llamado! primera! generación,! se! utilizó! la! base! de! datos! Zinc( Database( of(
Purchasable( Compounds,! mediante! la! utilización! del! servidor! informático!
ZINCPharmer! (Koes( D.( R.( y( Camacho( C.( J.,( 2012).! Estos! nuevos! compuestos!
derivaban! no! sólo! del! compuesto! S1.13! anteriormente! descrito,! sino! que!
también!se!incluye!información!funcional!de!los!compuestos!S1.7,!F1.8!y!F2.3!
obtenida!en!los!mismos!estudios!que!pusieron!de!manifiesto!a!S1.13!(Velikova(
N.( et( al,( 2016).! De! la! búsqueda! se! excluyeron! aquellos! compuestos! con! un!
peso!molecular!menor!de!500Da!y!se!utilizó!el!servidor!informático!admetSAD!
(Cheng(F.(et(al,(2012)!para!predecir!el!nivel!de!toxicidad!de!los!compuestos!en!
rata!y!eliminar!aquellos!compuestos!con!potencial!toxicidad.!!
Este! análisis! propuso! 49! compuestos! candidatos.! Éstos! compuestos! fueron!
testados!in(vivo!en!el!laboratorio!del!Dr.!Jerry!M.!Wells!determinando!tanto!la!
MIC!como!la!MBC!en! la!cepa!gramPpositiva,!S.(aureus(25293,(y! la!cepa!gramP
negativa,!Pseudomonas(aeroginosa(P14.!Además!se!realizaron!estos!ensayos!in(
vivo( con! Mycobacterium( marinum,! primer! patógeno! utilizado! en! la!
investigación! sobre! tuberculosis! (Swaim( L.( E.( et( al,( 2006).! Nueve! de! estos!
nuevos!compuestos,!que!nombraremos!1P9,!fueron!elegidos!por!su!capacidad!
bactericida!para!la!realización!de!los!ensayos!in(vitro.!Todos!estos!compuestos!
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mostraron! baja! solubilidad! en! agua! por! lo! que! se! disolvieron! en! 100%!
dimetilsulfoxido! (DMSO).!Para! los!ensayos! realizados!en! la!presente!Tesis,! se!
mantuvo!una!concentración! final!de!10%!de!DMSO!en! la!mezcla!de! reacción!
para!evitar!la!precipitación!de!los!compuestos.(
3.1.1.N! Caracterización! in! vitro! de! los! compuestos! de! primera!
generación.!
La!caracterización! in(vitro(de( los!compuestos!se! realizó!mediante!ensayos!de!
inhibición! de! la! autofosforilación,! ensayos! de! agregación! y! ensayos! de!
cristalografía!de!los!compuestos!con!HKs!modelo.!Como!HKs!modelo!a!estudio!
se!utilizaron!las!porciones!catalíticas!(DHp!y!CA)!de!EnvZ!y!PhoR!de!la!bacterias!
gramPnegativa! E.( coli( (EnvZ! y! PhoRE),! así! como! el! dominio! regulador! PAS!
seguido!de!la!porción!catalítica!(PASPDHPPCA)!de!HK!PhoR!de!la!bacteria!gramP
positiva!!S.(aureus((PhoRS).!Fue!necesario!incluir!el!dominio!PAS!de!la!HK!PhoRS!
para!obtener!proteína!más!soluble!que!permitiera!su!caracterización!in(vitro.!!
!
Como! primer! paso! y! para! evaluar! si! estos! compuestos! eran! activos,! se!
realizaron!!ensayos!de!inhibición!de!la!autofosforilación!incubando!las!HKs!con!
cada!uno!de!los!nueve!compuestos!a!una!concentración!de!2mM!en!presencia!
de! ATP[γ32P]! con! el! fin! de! visualizar! la! autofosforilación! mediante!
autorradiografía!(Figura!62).!En!estos!ensayos!se!utilizó!una!alta!concentración!
de!compuesto!de!modo!que!nos!permitiera,!de!una!forma!rápida,!eliminar!del!
análisis!aquellos!compuestos!con!baja!actividad.((!
!
Figura! 62.! Caracterización! in! vitro! de! la! primera!
generación! de! compuestos.! Ensayos! de! autofosforilación!
con!las!HKs!EnvZ,!PhoRE!y!PhoRS!a!0,12mg/ml!en!presencia!
de! 0,1! µCi/µl! de! ATP[γ32P]! y! 0,05mM! de! ATP! de! tras!
incubar!durante!30min!a!temperatura!ambiente!con!2mM!
de!los!compuestos!sintetizados!derivados!de!S1.13!(1P9).!!
!
Los! ensayos! de! inhibición! muestran! como! solamente! tres! de! los! nueve!
compuestos! (compuestos! 1,! 2! y! 3)! inhiben! totalmente! la! capacidad! de!
autofosforilación!de!las!HKs!EnvZ,!PhoRE!y!PhoRS!(Figura!62).!Los!compuestos!4!
y! 9! inhibían! entre! un! 75P90%! y! los! compuestos! 5P8! no! afectaban! a! la!
autofosforilación! de! las! HKs! (Figura! 62).! Una! vez! confirmado! que! los!
compuestos! 1P4! presentaban! capacidad! inhibitoria! para! todas! las! HKs,! se!
calculo!sus!IC50!para!cada!una!de!estas!HK!(Figura!63aPc).!!
EnvZ%
PhoRE%
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Los!cuatro!compuestos!tienen!unos!valores!de! IC50!comprendidos!en!el! rango!
de!1,4P67µM,!a!excepción!del!compuesto!2!con!EnvZ!cuya!IC50!es!de!131,7µM!
(Figura!63).!Los!compuesto!2!y!4!presentan!mejor!capacidad!inhibitoria!en!las!
HKs!pertenecientes!a!la!bacteria!gramPnegativa!E.(coli(con!valores!de!IC50!entre!
10P63µM! y! 28P62µM,! respectivamente! (Figura! 63).! Los! resultados! muestran!
que!los!valores!de!IC50!para!PhoRS,!perteneciente!a!la!bacteria!gramPpositiva!S.(
aureus,! son! un! orden! de! magnitud! más! bajos! que! para! EnvZ! y! PhoRE!
pertenecientes!a!la!bacteria!gramPnegativa!E.(coli,!(Figura!63).!!
!
Figura!63.!Ensayos!de!IC50!de!los!compuestos!1N4.!Ensayos!de!autofosforilación!con!!las!EnvZ!(a),!
PhoRE!(b)!y!PhoRS!(c)!a!0,12mg/ml!en!presencia!de!0,1!µCi/µl!de!ATP[γ32P]!y!0,5mM!de!ATP!tras!
incubar! durante! 30min! a! temperatura! ambiente! con! concentraciones! crecientes! de! los!
compuestos! 1P4! visualizados! por! autorradiografía.! Se! utilizaron! concentraciones! de! 1,95µM,!
3,91µM,! 7,81µM,! 15,625µM,! 31,25!µM,! 62,5µM,! 125µM,! 250µM,! 500µM!y! 1000µM!para! las!
HKs! EnvZ! y! PhoRE! y! concentraciones! de! 0,488µM,! 0,976µM,! 1,95µM,! 3,91µM,! 7,81µM,!
15,625µM,! 31,25! µM,! 62,5µM,! 125µM! y! 250µM! para! la! HK! PhoRS.! La! cuantificación! de! la!
inhibición!se!realizó!con!el!programa!MultiGauge!(Fuji)!y!la!representación!gráfica!y!la!obtención!
de!la!IC50!se!realizó!con!el!programa!GraphPad!Prism.!Las!muestras!control,!C,!para!los!ensayos!
aPc!se! realizaron! incubando!durante!30min!con!DMSO!10%!que!corresponde!con! la!%! final!de!
DMSO!en!las!muestras!incubadas!con!los!compuestos.!(d)Tabla!resumen!con!los!valores!de!IC50!
obtenidos!en!el!ensayo!en!comparación!con!los!obtenidos!anteriormente!para!S1.13.!
!
Los!resultados!in(vitro(obtenidos!para!esta!primera!generación!de!compuestos!
muestran!una!mejora! de!dos! ordenes! de!magnitud! en! la! inhibición!de! la!HK!
PhoRS!de!la!bacteria!gramPpositiva!S.(aureus!con!respecto!al!compuesto!inicial!
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S1.13!(131µM)!(Figura!59).!Por!el!contrario,!para!las!HKs!de!la!bacteria!gramP
negativa,!E.( coli,! tan! sólo!el! compuesto!2!presenta!unos!valores! iguales!a! los!
obtenidos!por!el!compuesto!S1.13!(16µM)!con!valores!de!10µM!(Figura!63d).!!
!
Para!poder!asociar!estos!valores!de!inhibición!a!la!acción!del!compuesto!sobre!
la! actividad! de! autofosforilación! de! las! HKs! y! no! debido! a! un! efecto!
inespecífico!como!la!inducción!de!la!agregación!proteica!durante!la!incubación,!
realizamos! ensayos! nativoPPAGE.! En! estos,! los! cuatro! compuestos! a! altas!
concertaciones! (2mM)! fueron! incubados! con! las! proteínas! durante! 30min! y!
posteriormente!analizados!por!electroforesis!nativa.!Los!ensayos!demostraron!
ausencia!de!agregación!en! las!proteínas!EnvZ,! PhoRE! (Figura!64),! aunque! fue!
difícil!visualizar!PhoRE!en!condiciones!nativas,!indicando!que!esta!técnica!no!es!
adecuada! para! dicha! proteína.! Para! cerciorarnos! que! estos! compuestos!
presenta! baja! capacidad! de! agregación! proteica,! como! confirmaban! los!
ensayos! con! EnvZ! y! PhoRE,! incluimos! en! los! ensayos! de! agregación! a! la! HK!
HK853!de! la!bacteria!gramPnegativa!T.(maritima.(Los!resultados!demostraban!
que!tan!sólo!el!compuesto!4!y! ligeramente!el!2!causan!agregación!en!EnvZ!a!
2mM,! por! el! contrario! en! K853! ninguno! de! los! compuestos! parece! inducir!
agregación!(Figura!64).!!
!
!
!
!
!
!
Figura!64.!Ensayos!de!agregación!de!los!compuestos!1N4.!Ensayos!nativoPPAGE!de!las!HKs!EnvZ,!
PhoRE! y! HK853! a! 0,3mg/ml! incubadas! durante! 30min! a! temperatura! ambiente! con! los!
compuestos!a!2mM.!Las!muestras!control,!C,!se!realizaron!incubando!durante!30min!con!DMSO!
10%!que!corresponde!con!la!%!final!de!DMSO!en!las!muestras!incubadas!con!los!compuestos.!
!
Paralelamente! a! estos! ensayos,! se! abordó! la! obtención! de! la! estructura!
tridimensional!del!dominio!de!unión!a!nucleótido!de!la!HK!con!los!compuestos!
más! activos.! Para!ello,! se! realizaron!experimentos!de!empapado!o! “soaking”!
con! los! compuestos! 1P4! sobre! cristales! del! dominio! CA! de! la! HK! CheA!
(CheA_CA),! perteneciente! a! la! bacteria! T.( Marítima! cuya! estructura! era!
conocida!a!alta!resolución!(Bilwes(A.(M.(et(al,(2001).!!
Los! cristales! CheA_CA! fueron! obtenidos! frente! a! una! condición! de!
cristalización!compuesta!por!65mM!acetato!de!sódico!pH4,5,!600mM!acetato!
amónico!y!25P35%!PEG8000!y!utilizando!una!concentración!de!proteína!de!25P
; .-.\ t\ . Ét- -:
-)t '' l 1e'
; .-.\ t\ . Ét- -:
-)t '' l 1e'
; .-.\ t\ . Ét- -:
-)t '' l 1e'
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30mg/ml.!En!estas!condiciones!se!pueden!obtener!cristales!de!CheAPCA,!bien!
en! su! forma! apo! o! bien! unida! a! substrato,! en! tiempos! cortos! (horas)! y!
altamente!ordenados!que!difractan!por!rayos!X!a!alta!resolución!(mas!allá!de!2!
Å).!Estos!cristales!se!incubaron!en!presencia!de!17!y!30mM!para!cada!uno!de!
los! compuestos! a! diferentes! tiempos,! de! 5min! a! 16h.! Tras! la! difracción! y!
procesado!de!los!datos!se!resolvieron!las!estructuras!por!reemplazo!molecular!
utilizando!como!modelo!la!estructura!de!esta!misma!proteína!en!su!forma!apo!
(PDB:1I58).! Dado! que! estos! cristales! presentaban! el!mismo! grupo! espacial! y!
tamaño!de!celda!que! los! cristales!de! la! forma!apo,!en!muchas!ocasiones! tan!
sólo! hubo! que! realizar! refinamientos!mínimos! en! cuerpo! rígido! utilizando! la!
estructura! de! partida.! Una! vez! resueltas! las! estructuras! se! analizaron! los!
mapas!2F0PFC!y,!sobre!todo,!F0PFC!en!búsqueda!de!densidades!electrónicas!no!
explicadas!por!el!modelo!y!que!pudieran!ser!atribuidas!a!los!compuestos.!Esta!
búsqueda! se! centro! especialmente! en! el! centro! activo! y! en! concreto! en! la!
posición! que! debía! ocupar! la! molécula! de! ATP! durante! la! reacción! de!
autofosforilación!(Figura!65).!!
!
!
Figura! 65.! Detalle! centro! activo! de! CheA_CA!
tras! el! “soaking”! con! los! compuestos.! Detalle!
del! centro! activo! de! la! estructura! CheA_CA!
obtenida!tras!su!incubación!con!el!compuesto!2!
a! 30mM! durante! 3h! superpuesta! con! la!
molécula! de! ADP! unida! al! centro! activo! de! la!
estructura!de!CheA_CA!PDB:1I58.!La!estructura!
de! CheA_CA! aparece! representada! en! rosa,! el!
mapa!de!densidad!electrónica!2F0PFC!aparece!en!
azul! mientras! que! el! mapa! de! densidad!
electrónica!F0PFC!aparece!en!verde!y!rojo.!!
!
!
!
!
Aunque! se! encontraron! nuevas! densidades,! el! tamaño! y! forma! de! estas! no!
podría! atribuirse! a! los! compuestos! utilizados! en! el! “soaking”,! indicando! que!
bien!el!compuesto!no!se!estaba!uniendo!a!nuestra!proteína!en!las!condiciones!
de!cristalización,!o!bien!que!el!compuesto!tenía!una!baja!ocupación,!es!decir,!
no! estaba! unido! a! una! cantidad! suficiente! de! moléculas! de! CheA_CA! como!
para! obtener! densidad! electrónica! que! nos! permitiera! detectarlo! en! estos!
mapas!(Figura!65).!!
Superposición,centro,activo,CheA_CA,con,
compuesto,2,y,ADP,,
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También!se!buscaron!en! los!mapas!F0PFC! las!densidades!electrónicas!en!otros!
puntos!de!las!moléculas,!que!pudieran!explicar!la!actividad!inhibitoria!por!una!
unión!no!!competitiva!con!el!substrato.!Como!en!el!caso!del!centro!activo,!las!
densidades! electrónicas! observadas! en! el! mapa! F0PFC! no! podían! explicar! la!
presencia!de!los!compuestos.!!!
3.1.2.N! Caracterización! in! vivo! de! los! compuestos! de! primera!
generación.!
Estudios! de! susceptibilidad! bacteriana! de! los! compuestos! 1P4! se! llevaron! a!
cabo!en!el! laboratorio!del!Dr.!Jerry!M.!Wells!con!un!amplio!número!de!cepas!
bacterianas! pertenecientes! a! las! especies! gramPpositivas! S.( aureus,(
Streptococcus(suis!y(Enterococcus(faecium,!a!las!especies!gramPnegativas!E.(coli,(
P.(aeruginosa!y!a!una!cepa!de!M.(marinum((Tabla!7).((
Los! ensayos! in( vivo( demuestran! que( todos! los! compuestos! excepto! el!
compuesto! 4! presentan! actividad! bactericida! frente! las! cepas! de! bacterias!
gramPpositivas!utilizadas!en!el!ensayo,!a!excepción!de!la!cepa!7998!de!S.(suis,!
con!valores!de!MIC!y!de!MBC!entre!4!y!16µg/ml!(Tabla!7).!Los!compuestos!1,!2!
y! 3! presentan! valores! similares! a! los! obtenidos! para! el! compuesto! S1.13! del!
cual!proceden.!El!compuesto!4!presenta!menor!capacidad!bactericida!en!sólo!
10!de!las!21!cepas!de!S.(suis(con!valores!de!MBC!de!entre!16!y!32µg/ml!(Tabla!
7).! Este! compuesto!posee!actividad!bacterioestática! contra!el! resto!de!cepas!
con!valores!de!MBC!superiores!a!32µg/ml!(Tabla!7).!Además!los!compuestos!1,!
2! y! 3! muestran! actividad! bactericida! frente! a! las! cepas! resistentes! a!
vancomicina!S1!y!VanA!de!E.(faecium,!con!valores!de!MBC!y!MIC!de!entre!8!y!
16µg/ml! (Tabla!7).!Para! la!cepa!de!M.(marinum,!un!patógeno!oportunista!en!
humanos!muy!utilizado!en!la! investigación!contra!la!tuberculosis!(Swaim(L.(E.(
et( al,( 2006),( los! cuatro! compuestos,! al! igual! que! el! compuesto! S1.13,!
presentan! actividad!bactericida! con! valores!de!MBC!de!entre! 63! y! 125µg/ml!
(Tabla!7).!
!
!
!
!
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!
Tabla!7.!Caracterización! in! vivo!de! los! compuestos! inhibidores! 1N4.! Ensayos! in(vivo(de!MIC!y!
MBC! (µg/ml)! con! los! compuestos! 1,! 2,! 3! y! 4,! comparados! con! el! compuesto! S1.13! del! que!
derivaron,!en!diferentes!cepas!de!las!bacterias!gramPpositivos!S.(aureus,!S.(suis,(E.( faecium,!de!
las!bacterias!gramPnegativas!E.(coli,(P.(aeruginosa(y!de! la!bacteria!M.(tuberculosis.(En!aquellas!
cepas!en!las!que!los!valores!de!MIC!o!MBC!no!se!pudieron!detectar!aparece!como!“n.d”.!!
!
Así!pues,! los!ensayos! in(vivo(muestran!una!clara!diferencia!de!susceptibilidad!
de! los! compuestos! entre! las! cepas! bacterianas! gramPpositivas! y! gramP
negativas,! siendo! los! valores! de! MIC! y! MBC! para! estas! últimas! mucho! más!
elevados,!sobrepasando!siempre!los!32µg/ml!(Tabla!7).!Para!los!experimentos!
in( vivo! realizados! con! las! cepas! de! E.( coli! correspondientes! a! las! cepas! de!
laboratorio! 25922! y! DH5a,! la! cepa! DC2! defectiva! en! los! oligosacáridos!
asociados! a! la! membrana! (Clark( D.( P.,( 1985)! y! la! cepa! SM101! defectiva! en!
lipopolisacáridos!de!la!membrana!externa!(Galloway(S.(M.(y(Raetz(C.(R.,(1990;(
Raetz(C.(R.(y(Whitfield(C.,(2002)!los!valores!de!MIC!y!MBC!son!>32µg/ml.!Por!el!
contrario,!este!valor!disminuye!para!la!cepa!D21f2!(Plesiat(P.(y(Vaara!M.,(1999)(
Compuesto) 1" 2" 3" 4" S1.13"
MIC"
(μg/ml)"
MBC"
(μg/ml)"
MIC"
(μg/ml)"
MBC"
(μg/ml)"
MIC"
(μg/ml)"
MBC"
(μg/ml)"
MIC"
(μg/ml)"
MBC"
(μg/ml)"
MIC"
(μg/ml)"
MBC"
(μg/ml)"
Staphylococcus)aureus))
25293% 8% 32% 8% 16% 16% 16% 32% >32% 8% 8%
Newman% 8% 16% 8% 16% 16% 16% 32% >32% 8% 16%
Streptococcus)suis)
6388% 4% 8% 4% 8% 8% 16% 32% >32% 4% 4%
6555/NCTC428% 4% 4% 4% 4% 8% 8% 32% 32% 4% 4%
T15% 4% 8% 4% 4% 8% 16% 32% 32% 4% 4%
S735R2% 8% 8% 4% 8% 8% 16% 16% >32% 4% 4%
P1/7% 8% 16% 4% 8% 8% 16% 32% 32% 4% 4%
3881/S10% 4% 8% 4% 8% 8% 16% 32% >32% 2% 4%
S10%cpsΔEF% 8% 8% 4% 8% 8% 16% 32% >32% 4% 4%
15965% 4% 8% 4% 8% 8% 16% 32% 32% 4% 4%
5213% 4% 4% 4% 8% 8% 8% 16% 16% 4% 4%
8039% 4% 4% 4% 8% 8% 16% 16% 32% 4% 4%
7709% 8% 8% 4% 4% 8% 8% 32% >32% 4% 4%
C132% 8% 16% 4% 16% 16% 16% 32% >32% 8% 8%
7998% 8% 16% 4% >32% 16% >32% 32% >32% 4% >32%
8186% 4% 8% 4% 8% 4% 16% 32% 32% 4% 4%
5128/22083% 4% 8% 4% 4% 16% 16% 32% >32% 4% 4%
7997% 4% 4% 4% 4% 16% 16% 32% 32% 4% 4%
8017% 4% 8% 4% 8% 16% 16% 32% >32% 4% 8%
8067% 4% 8% 4% 8% 8% 8% 16% 32% 4% 4%
13730% 4% 8% 4% 8% 8% 16% 16% >32% 2% 4%
15964% 8% 8% 8% 8% 16% 16% 32% 32% 4% 4%
Δsly% 4% 8% 4% 8% 8% 16% 32% >32% 4% 4%
Enterococcus)faecium%
S1% 16% 16% 16% 16% 16% 32% 32% >32% 8% 8%
VanA% 8% 16% 8% 8% 16% 32% 32% >32% 4% 8%
VanB% 16% 16% 8% 32% 16% 32% >32% >32% 4% 8%
Escherichia)coli)%%
25922% >32% n.d.% >32% n.d.% >32% n.d.% >32% n.d.% >32% n.d.%
DH5a% >32% n.d.% >32% n.d.% >32% n.d.% >32% n.d.% >32% n.d.%
DC2%(CGSC#%7139)% >32% n.d.% >32% n.d.% >32% n.d.% >32% n.d.% >32% n.d.%
D21f2%(CGSC#%5162)% 32% 32% 32% 32% >32% n.d.% >32% n.d.% >32% n.d.%
SM101%(CGSC#%7255)% >32% n.d.% >32% n.d.% >32% n.d.% >32% n.d.% >32% n.d.%
Pseudomonas)aeruginosa)% % % % % % % % % % %
P14% >500% n.d.% >500% n.d.% >500% n.d.% >500% n.d.% >500% n.d.%
Mycobacterium)marinum% 125% 125% 125% 125% 63% 63% 63% 63% 125% 125%
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(Tabla!7),!que!presenta!defectos!en! la!composición!de! lipopolisacáridos!de! la!
membrana!interna.!Estos!resultados!apoyarían!que!las!diferencias!observadas!
en! la!actividad!bactericida!entre!organismos!gramPpositivos!y!gramPnegativos!
puede!estar! debida!en! la! doble!membrana!de!estos!últimos!organismos!que!
dificulta! la!entrada!en! la!célula!de! los!compuestos.!Esta!entrada!es!necesaria!
para!que!los!compuestos!realicen!su!actividad!inhibitoria,!ya!que!el!dominio!CA,!
sitio!propuesto!para!la!unión!de!estos!compuestos,!es!citoplasmático.!(
!
Además! de! ensayos! de! susceptibilidad! bacteriana! también! se! desarrollaron!
ensayos! in( vivo( de! desarrollo! de! resistencia! en! un! solo! paso! con! la! cepa! S.(
aureus(Newman.!Para! la!realización!de!estos!ensayos!se!utilizaron!medios!de!
cultivo! sólido! que! incluían! los! compuestos! 1P4! a! concentraciones! diez! veces!
superiores!a! las!MIC!calculadas!para!ellos!con!este!microorganismo.!En!estas!
placas!se!inocularon!5x1012!unidades!formadoras!de!colonias,!c.f.u,!y!las!placas!
se!crecieron!durante!24h!a!37°C.!En!estas!placas!se!analizó!el!crecimiento!de!
colonias!detectándose!menos!de!5!colonias!resistentes!por!cada!1012!colonias!
para! los! compuestos! 1P3.! Para! el! compuesto! 4! se! detectó! 1,5! colonias!
resistentes!por!cada!1011!colonias!!(Figura!66).!!
!
Figura!66.!Ensayos!de!resistencia!bacteriana!en!un!solo!
paso! para! los! compuestos! 1N4.! Los! ensayos! de!
resistencia!bacteriana!se!realizaron!con!la!cepa!S.(aureus(
Newman!incubando!24h!con!una!concentración!10x!a!la!
concentración!MIC!para!cada!compuesto.!
!
!
!
!
Discusión.!
!
La! utilización! de! métodos! in( silico! ha! permitido! obtener! una! primera!
generación! de! nuevos! compuestos! (compuestos! del! 1P4)! que,! según!!
demuestran! los! experimentos! in( vitro( e! in( vivo,( son! ligeramente! mejores!
respecto!de!sus!predecesores!S1.13,!S1.7,!F1.8!y!F2.3!(Velikova(N.(et(al,(2016).(
Esta! mejora! no! es! tanto! en! su! potencia! como! inhibidores! de! las! HKs,! si! no!
como! una! mejor! actividad! sobre! cepas! gramPnegativas,! sobre! las! que! los!
compuestos!iniciales!mostraron!una!muy!baja!o!nula!actividad.!!
!
!! Staphylococcus,,aureus!Newman!
compuesto! Ra/o!de!resistencia!al!10x!MIC,!tras!incubar!24h!
1! !!<5.10B12!
2! !<5.10B12!
3! !<5.10B12!
4! !1.5.10B11!
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Los! resultados! obtenidos! para! esta! primera! generación! de! antibacterianos!
potenciales!nos!muestra!una!ligera!mejora!del!compuesto!2!(Velikova(N.(et(al,(
2016)((Tabla!8)!en!la!capacidad!de!inhibir!la!autofosforilación!tanto!en!HKs!de!
bacterias!gramPpositivas!como!de!gramPnegativas!(Tabla!8).!De!la!misma!forma,!
en! presencia! del! compuesto! 2! y! del! compuesto! 1,! se! muestra! mayor!
susceptibilidad!bacteriana!es!decir,!se!requiere!menos!cantidad!del!compuesto!
para! inhibir!el!crecimiento!de!bacterias!gramPnegativas!(Tabla!8).!Este!hecho,!
unido!a!la!ausencia!de!resistencia!en!la!bacteria!S.(aureus(Newman!para!todos!
los!compuestos,!demuestra!su!importancia!como!antimicrobianos.!
!
!
!
!
!
Tabla!8.!Resumen!ensayos!in!vitro!e!in!vivo!de!la!primera!generación!de!compuestos.!!
!
Así!pues,!por! todas!estas! características,!el! compuesto!2!es! ligeramente!más!
apto! para! su! utilización! como! agente! antibacteriano.! Sin! embargo,! es!
necesaria! su! optimización! para! obtener! derivados! con! mejores! valores! de!
inhibición!y!capaces!de!atravesar!las!membranas!de!las!cepas!gramPnegativas.!
Por!ello,!se!partió!del!compuesto!2!para!realizar!mejoras!in(silico(y!obtener!una!
segunda!generación!de!compuestos.!!!
!
Contribución.!
!
Mi! contribución! personal! en! este! capítulo! de! la! Tesis! ha! sido! la! expresión! y!
purificación! de! las! HKs! utilizadas! para! los! ensayos! in( vitro! así! como! la!
realización!de! los!ensayos!de!autofosforilación,! inhibición!y!cristalografía.!Los!
ensayos!in(vivo!de!susceptibilidad!bacteriana!y!de!resistencia!fueron!realizados!
1" 2" 3" 4" S1.13"
In
#v
itr
o#
IC50%(μM)%
EnvZ% 66,7% 63,5% 131,7% 28,6% 5%
PhoRE% 60,9% 10% 55,1% 64,7% 16%
PhoRS% 7,6% 3,4% 1,5% 1,4% 212%
In
#v
iv
o#
Gr
am
,
po
si
1v
as
"
MIC%(μg/ml)%
Escherichia)coli) >32% >32% >32% >32% >500%
E.)coli)D21f2)) 32% 32% >32% >32% 5%
Pseudomonas) >500% >500% >500% >500% >500%
Gr
am
,n
eg
a1
va
s" MIC%(μg/ml)%
Staphylococcus) 8% 16% 16% 32% 8516%
Streptococcus) 4% 4% 8516% 32% 8%
E.)faecium)VanA/B) 8/16% 8/8% 32/32% 32/>32% 5%
E.)faecium)S1) 16% 16% 32% 32% 5%
Resistencia%
10xMIC%
(c.f.u)%
S.)aureus)Newman) <5x10512% <5x10
512%
%
<5x10512%
%
5x10511%
% 5%
MIC%(μg/ml)% Mycobacterium)marinum) 125% 125% 63% 63% 5%
RESULTADOS!Y!DISCUSIÓN!3!
!
!204!
por!la!Dra.!Nadya!Velikova!en!el!laboratorio!del!Dr.!Jerry!M.!Wells!en!el!HostP
Microbe! Interactomics! Chair! Group,! Animal! Sciences,! de! la! Universidad! de!
Wageningen!en!Holanda.!Los!ensayos! in(silico!se!realizaron!por! la!Dra.!Nadya!
Velikova!en!colaboración!con!investigadores!de!la!empresa!InhibOx!Limited!en!
Oxford,!UK.!!
!
! !
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3.2.N! SEGUNDA! GENERACIÓN! DE! COMPUESTOS! DERIVADOS! DEL!
COMPUESTO!2.!
!
Con! la! intención!de!obtener!compuestos!cuya!capacidad!antibacteriana!fuera!
más! efectiva! que! la! obtenida! para! el! compuesto! 2,! se! realizaron! de! nuevo!
ensayos!in(silico(partiendo!de!la!estructura!de!este!compuestos!y!la!librería!de!
compuestos! de! la! base! de! datos! MolProt.! Se! eligió! esta! librería! ya! que! los!
compuestos! que! incluye! pueden! obtenerse! comercialmente,! permitiéndonos!
el! testado! in( vitro! e! in( vivo! de! todos! los! candidatos! revelados.! Tras! filtrar! la!
búsqueda!de!compuestos!eliminando!aquellos!para! los!que!se!había!descrito!
toxicidad!en!ratas!utilizando!el!servidor!informático!admetSAR,!se!eligieron!28!
compuestos.!!
De!nuevo,!y!siguiendo!las!mismas!pautas!que!se!usaron!para!el!estudio!in(vivo!
de!los!compuestos!de!primera!generación,!se!analizó!la!capacidad!bactericida!
de!los!compuestos!en!el! laboratorio!del!Dr.!Jerry!M.!Wells!y!se!seleccionaron!
12!de!ellos.!Estos!compuestos!fueron!nombrados!como!2.1P2.12!y!su!actividad!
de! inhibición! de! la! autofosforilación! de! HKs! y! capacidad! de! inducción! de!
agregación!fue!analizada!in(vitro.!Así!mismo,!los!compuestos!fueron!utilizados!
para!ensayos!cristalográficos!con!el!objetivo!de!obtener!la!estructura!de!estos!
en!complejo!con!dominios!CA!de!HKs!modelo.!Para!la!caracterización!in(vivo(se!
realizaron! ensayos! de! susceptibilidad! bacteriana! con! cepas! gramPpositivas! y!
gramPnegativas.!
3.2.1.N! Caracterización! in! vitro! de! los! compuestos! de! segunda!
generación.!
Se!determinó! la!capacidad! inhibitoria!de! los!12!compuestos! (2.1P2.12),!a!una!
concentración!de!2mM,!mediante!ensayos!de!autofosforilación!con!ATP[γ32P]!
en!las!HKs!HK853,!EnvZ,!HK853,!PhoRE!y!PhoRS!anteriormente!utilizadas!(Figura!
67a).!!
De! los! 12! compuestos,! 5! de! ellos! (2.1,! 2.3,! 2.9,! 2.11! y! 2.12)! inhiben!
completamente! la! actividad! de! autofosforilación! de! las! HKs! HK853! y! EnvZ!
(Figura!67a).!El!compuesto!2.4!inhibe!en!un!90%!la!actividad!quinasa!en!las!HKs!
EnvZ!y!HK853!(Figura!67a),!mientras!que!el!compuesto!2.10!no!parece!inhibir!
la!capacidad!de!autofosforilación!de!HK853.!Para!los!compuestos!2.2,!2.5,!2.6,!
2.7!y!2.8!la!capacidad!inhibitoria!está!entre!el!25P100%!dependiendo!de!la!HK!
utilizada!(Figura!67a).!Para!la!HK!PhoRE!el!patrón!de!inhibición!es!ligeramente!
diferente!según!el!tipo!de!compuesto!utilizado.!Los!compuestos!2.1P2.5!y!2.12!
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inhiben!completamente!la!autofosforilación!mientras!que!los!compuestos!2.9P
2.11! no! afectan! a! la! capacidad! de! autofosforilación.! En! presencia! de! los!
compuestos!2.6P2.8!se!ve!reducida!en!un!25P75%!la!actividad!quinasa!de!la!HK!
PhoRE! (Figura! 67).! Por! contraposición,! para! PhoRS!todos! los! compuestos! son!
capaces!de!inhibir!la!autofosforilación!(Figura!67a).!!!
!
Figura!67.!Caracterización! in!vitro!de!los!compuestos!2.1N2.12.!Ensayos!de!(a)autofosforilación!
de! las!HKs!HK853,!EnvZ,!PhoRE!y!PhoRS!a!0,12mg/ml!en!presencia!de!0,1!µCi/µl!de!ATP[γ32P]!y!
0,5mM!de!ATP! y! ensayos! de! (b)agregación! con! experimentos! nativoPPAGE! y! las! HKs!HK853! y!
EnvZ!a!0,33mg/ml.!En!ambos!casos! los!ensayos!se!realizaron!tras!su! incubación!a!temperatura!
ambiente!durante!30min!con!2mM!(y!0,2mM!en!los!ensayos!de!agregación)!de!los!compuestos!
2.1P2.12.!Las!muestras!control,!C,!en!ambos!casos!corresponden!con!los!controles!de!las!HKs!con!
10%!de!DMSO.!
!
El!análisis!de!la!capacidad!de!agregación!de!estos!compuestos!se!realizó!sobre!
las!HKs!EnvZ!y!HK853!mediante!ensayos!nativoPPAGE!con!aquellos!compuestos!
2.1,! 2.3,! 2.4! que! mayor! capacidad! inhibitoria! exhibían.! En! este! caso,! no! se!
utilizaron!las!HKs!PhoRE!y!PhoRS!debido!a!los!problemas!en!la!visualización!de!
estas!proteínas!en!condiciones!nativas,!hecho!debido!posiblemente!al!alto!pI!
de! estas! HKs! que! nos! impide! visualizarlas! en! nativoPPAGE! estándar.! Los!
resultados!mostraron! que! a! 0,2mM! ningún! compuesto! generaba! agregación!
en! las!HKs! (Figura!67b).!A! la!concentración!de!2mM!2.4!y!2.9!no!provocan! la!
agregación! de! ninguna! de! las! dos! HKs! (Figura! 67b).! Por! el! contrario,! los!
compuestos!2.1!y!2.11!mostraban!agregación!en!tan!sólo!una!de!las!dos!HKs!a!
la!concentración!de!2mM!(Figura!67b).!Finalmente,!los!compuestos!2.3!y!2.12!
provocan!la!agregación!de!ambas!HKs!a!2mM!(Figura!67b).!
!
Para! los! compuestos! 2.1,! 2.3,! 2.4,! 2.9,! 2.11! y! 2.12,! que! producían! mayor!
inhibición!en!las!HKs,!se!calculó!su!IC50!con!diferentes!HKs.!Los!valores!de!IC50!
muestran! que! la! capacidad! inhibitoria! de! esta! segunda! generación! de!
HK853&
EnvZ&
2.1$C
2.2$
2.3$
2.4$
2.5$
2.6$
2.7$
2.8$
2.9$
2.10$
2.11$
2.12$
PhoRS&
HK
85
3&
En
vZ
&
2.1$
C 2 0,2$ 2 0,2$ 2 0,2$
2.3$ 2.4$ 2.9$
2 0,2$ 2 0,2$ 2 0,2$
2.11$ 2.12$a$ b$
PhoRE&
a" b"
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compuestos! se! encuentra! entre! 20! y! 400µM,! ligeramente! superior! a! la!
obtenida!por!su!predecesor,!el!compuesto!2!de!entre!3P62µM!(Figura!68).!La!
HK!EnvZ!parece!mostrar!menor!sensibilidad!frente!a!estos!compuestos!(Figura!
68a)!mientras!que!de!nuevo! la!HK!más!sensible!es! la!HK!perteneciente!a!una!
bacteria!gramPpositiva,!PhoRS!con!valores!de!IC50!de!entre!121,9µM!y!19,7µM!
(Figura!68c).! Los! IC50! del! compuesto!2.12!muestran! valores! entre!22,78µM!y!
52,29µM,!y!junto!con!el!compuesto!2.9,!con!valores!entre!45,63µM!y!91,91µM,!
forman! los! dos! compuestos! con! mayor! capacidad! inhibitoria,! cercana! a! la!
obtenida!con!su!predecesor!el!compuesto!2!(Figura!68d)!!
!
!
Figura!68.!Valores!de!IC50!obtenidos!para!los!compuestos!2.1,!2.3,!2.4,!2.9,!2.11!y!2.12.!Ensayos!
de!autofosforilación!de!las!EnvZ!(a),!PhoRE!(b)!y!PhoRS!(c)!a!0,12mg/ml!en!presencia!de!0,1!µCi/µl!
de! ATP[γ32P]! y! 0,5mM! de! ATP! tras! incubación! durante! 30min! a! temperatura! ambiente! con!
concentraciones! crecientes! de! los! compuestos! 1P4! visualizados! por! autorradiografía.! Se!
utilizaron! concentraciones! de! 4,275µM,! 9,75µM,! 19,5µM,! 39,1µM,! 78,1µM,! 156,25µM,! 312,5!
µM,!625µM,!1250µM!y!2500µM!para!todas!las!HKs.!!
!
Los! ensayos! de! inhibición! de! la! autofosforilación! muestran! que! la! segunda!
generación!de!compuestos!no!ha!mejorado!los!valores!de!IC50!obtenidos!por!el!
compuesto!2!del!cual!derivan.!De!entre!estos!nueve!compuestos,!el!más!activo!
in(vitro!es!el!2.12!para!HKs!EnvZ!de!la!bacteria!gramPnegativa!E.(coli!y!el!2.11!
para!PhoRS!perteneciente!a!la!bacteria!gramPpositiva!S.(aureus((Figura!68).!
C"
[2.3]"
C"
[2.9]"
C"
[2.4]"
C"
[2.1]"
a
C"
[2.11]"
C"
[2.3]"
[2.9]"
C"
C"
[2.1]"
b
C"
[2.11]"
C"
[2.12]"
C"
[2.12]"
EnvZ% PhoR
E%
C"
[2.3]"
C"
[2.9]"
C"
[2.4]"
C"
[2.1]"
c
C"
[2.11]"
C"
[2.12]"
PhoRS%
COMPUESTOS%
IC50%(μM)%
EnvZ" PhoRE" PhoRS"
2.1" 139,1% 68,1% 57,1%
2.3" 105,4% 391,2% 19,7%
2.4" 164,6% ?% 121,9%
2.9" 91,1% 62,3% 45,6%
2.11" 478,2% 63,9% 36,2%
2.12" 22,8% 40,1% 52,3%
2" 63,6% 10,1% 3,45%
d
2.1$
2.3$
2.4$
2.9$
2.11$
2.12$
2.1$
2.3$
2.4$
2.9$
2.11$
2.12$
2.1$
2.3$
2.4$
2.9$
2.11$
2.12$
2.1$
2.3$
2.4$
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2.11$
2.12$
2.1$
2.3$
2.4$
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2.11$
2.12$
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También! se! realizaron! experimentos! de! coPcristalización! y! “soaking”! con! los!
compuestos!2.1,!2.3,!2.4,!2.9,!2.11!y!2.12!y! la!HK!CheA_CA!en!un! intento!por!
obtener! la!estructura! tridimensional!de!este!dominio! con! los! compuestos.!Al!
igual!que!con!los!compuestos!de!primera!generación,!las!estructuras!obtenidas!
con!17! y!30mM!del! compuesto! tras! su! incubación!durante!3h,! 16h!e! incluso!
24h! no! mostraban! la! presencia! de! densidades! electrónicas! atribuibles! a! los!
compuestos,!tanto!en!el!centro!activo,!como!en!otros!lugares!de!la!HKs.!
3.2.2.N! Caracterización! in! vivo! de! los! compuestos! de! segunda!
generación.!!
Los!ensayos!in(vivo(se!realizaron!en!el!laboratorio!del!Dr.!Jerry!M.!Wells!con!los!
12!compuestos,!2.1P2.12,!elegidos!para!los!ensayos!in(vitro.!Estos!compuestos!
mejoran! los! valores! de! MIC! obtenidos! por! su! predecesores! con! valores! <!
6,25µg/ml! para! las! cepas! gramPpositivas! de! S.( aureus! y! con! valores! <!
12,5µg/ml! para! las! cepas! de! E.( faecium( (Tabla! 9).( Los! compuestos! que!
causaron! más! susceptibilidad! en! bacterias! gramPpositivas! fueron! los!
compuestos! 2.5! y! 2.10! con! valores! de! MIC! <! 1µg/ml! para! ! S.( aureus,( y! de!
1,6µg/ml!para!E.(faecium((Tabla!9).!
En! cuanto! a! las! cepas! pertenecientes! a! bacterias! gramPnegativas,! los!
resultados! muestran! que! la! mayoría! de! compuestos! pertenecientes! a! esta!
segunda!generación!no!son!capaces!de!comprometer!la!susceptibilidad!de!las!
cepas!de!E.(coli(y!P.(aeruginosa,!con!valores!de!MIC!>50µg/ml!!para!la!mayoría!
de!los!compuestos((Tabla!9).!Tan!sólo!los!valores!MIC!de!los!compuestos!2.1!y!
2.8!se!mantienen!a!50µg/ml!y!12,5µg/ml!respectivamente!(Tabla!9).!
Solamente! la! cepa! D21f2! de! E.( coli,! con! defectos! en! la! composición! de!
lipopolisacáridos! en! la! membrana! interna,! muestra! unos! valores! de! MIC!
disminuídos! para! los! compuestos! 2.1,! 2.2,! 2.9! y! 2.12! (50µg/ml! para! 2.1,!
12,5µg/ml!para!2.2!y!25µg/ml!para!2.9!y!2.12)!(Tabla!9).!Esto!es!indicativo!de!
que!estos!compuestos!poseen!problemas!para!atravesar!la!membrana!interna!
de!las!cepas!gramPnegativas.!Con!el!propósito!de!mejorar!la!internalización!de!
los!compuestos!se!procedió!a!la!utilización!de!nanopartículas!en!un!intento!por!
solucionar!el!problema.!
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Tabla!9.!Caracterización!in!vivo!de!los!compuestos!inhibidores!2.1N2.12.!Valores!de!MIC!(µg/ml)!
para!los!compuestos!2.1P2.12!en!cepas!de!bacterias!gramPpositivas!de!S.(aureus(y!E.(faecium,!y!
de!las!cepas!gramPnegativas!de!Pseudomonas(y!E.(coli.(!
(
3.2.3.N! Utilización! de! nanopartículas! mesoporosas! de! sílice! en! la!
internalización!de!los!compuestos.!
Unas!de!las!mayores!amenazas!por!resistencia!a!antibióticos!lo!representan!las!
bacterias!gramPnegativas!como!Enterobacteriaceae,(Pseudomonas(aeruginosa(
y! Acinetobacter! que! generan! resistencia! a! cefalosporinas! y! carbapenemas!
(Dancer(S.( J.,(2001),(o!como!E.(coli! (Alhashash(F.(et(al,(2013).!Las!dificultades!
para! mejorar! las! capacidades! bactericidas! de! nuestros! compuestos! en!
bacterias!gramPnegativas!se!ven! frenadas!por! la!dificultad!de! los!compuestos!
para! atravesar! la!membrana! externa! (Page(M.( G.,( 2012)( tal! y! como! apoyan!
nuestros!resultados!in(vitro(en!HKs!pertenecientes!a!bacterias!gramPnegativas!
y!nuestros!resultados!in(vivo(en!la!cepa!D21f2!con!defectos!en!la!composición!
de!lipopolisacáridos!en!la!membrana!interna.!
!
La! utilización! de! nanopartículas! de! sílice! mesoporosas! (MSN! del! inglés!
Mesoporous( Silica( Nanoparticles)! para! la! internalización! de! vancomicina! han!
mostrado! su! eficiencia! bactericida! frente! a! las! bacterias! gramPnegativas!
Salmonella(typhimurium(y!Erwinia(carotovora((Mas(N.(et(al,(2013)(debido!a!la!
gran! capacidad! de! carga,! estabilidad! y! biocompatibilidad! de! estas!
nanopartículas!para!la!difusión!y!entrega!de!fármacos.(!
Por!ello,!nos!planteamos!el!uso!de!estas!nanopartículas,!recubiertas!por!εPpoliP
LPlisina,! para! la! internalización! de! algunos! de! los! primeros! compuestos!
inhibidores! de! las! HKs! desarrollados! en! el! laboratorio,! en! cepas! de! E.( coli( y!
Compuesto) 2.1$ 2.2$ 2.3$ 2.4$ 2.5$ 2.6$ 2.7$ 2.8$ 2.9$ 2.10$ 2.11$ 2.12$
Staphylococcus)aureus))
25293% 3% 3% 0,8% 3% <0,4% 3% 3% 0,8% 3% <0,4% 3% 0,8%
Newman% 6,25% 0,8% 1,6% 1,6% 0,8% 1,6% 6,25% 1,6% 3% 1,6% 3% 3%
Enterococcus)faecium%
S1% 12,5% 1,6% 6,25% 3% 0,8% 1,6% 6,25% 6,25%
VanA% 12,5% 0,8% 3% 3% 0,8% 1,6% 12,5% 3% 6,25% 1,6% 3% 6,25%
VanB% 12,5% 1,6% 6,25% 1,6% 0,8% 1,6% >50% 6,25% 6,25% 1,6% 6,25% 6,25%
Pseudomonas)aeruginosa)
P14% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50%
Pseudomonas)hemoly8ca)
29701% 50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% 12,5% >50% >50% >50% >50%
Escherichia)coli)%%
25922% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50%
DC2%(CGSC#%7139)% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50%
D21f2%(CGSC#%5162)% 50% 12,5% >50% >50% >50% >50% >50% >50% 25% >50% >50% 25%
SM101%(CGSC#%7255)% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50%
RESULTADOS!Y!DISCUSIÓN!3!
!
!210!
Serratia(marcescens.!La!recubierta!del!εPpoliPLPlisina,!un!polímero!catiónico,!se!
encuentra!unida!a!la!superficie!de!la!nanopartícula!cargada!negativamente.!La!
interacción!de!las!εPpoliPLPlisinas!con!las!cargas!negativas!de!la!superficie!de!la!
bacteria!permiten!la!internalización!del!resto!de!la!nanopartícula!en!la!célula!y!
la!liberación!de!los!inhibidores!(Mas(N.(et(al,(2013).!
Inicialmente!se!testó!la!capacidad!de!estas!MSN!para!llevar!su!cargo!atravesar!
la! membrana! de! bacterias! gramPnegativas! utilizando! la! molécula! trazadora!
rodamina,!que!nos!permitiría!seguir!el!proceso!de!internalización!en!bacterias!
E.(coli.!Nuestros!ensayos!de!microscopía!confocal!muestran!como!la!rodamina!
se!localiza!en!el!interior!celular!de!las!bacterias!E.(coli(DH5α!cuando!utilizamos!
MSN! con! rodamina! en! su! interior! y! no! cuando! utilizamos! una! mezcla! de!
rodamina!y!partículas!vacías!(Figura!69).!!
!
Figura! 69.! Internalización! de! las! MSN! cargadas! con! rodamina! en! E.! coli.( (a)Ensayos! de!
microscopía! confocal! de! células!E.( coli(DH5α! incubadas!durante!4h! con!1mg/ml!o!5mg/ml!de!
MSN! cargadas! con! rodamina! (MSNPRod)! o! con! una! mezcla! de! MSN! vacías! y! rodamina!
(MSN+Rodamina).! (b)Cuantificación! de! los! ensayos! de! microscopía! en! al! menos! 20! células!
pertenecientes!a!cada!muestra!y!representación!mediante!el!programa!GraphPad!Prism!5.(
!
Una!vez!confirmado!que!las!MSM!recubiertas!de!εPpoliPLPlisina!eran!capaces!de!
promover! la!entrega!en!el! interior!de!E.( coli,! se! testo! la! susceptibilidad!a! los!
compuestos! precursores! de! la! primera! generación! (B13,! F1.8! y! F2.3! entre!
otros)!en! las!bacterias!gramPnegativas!E.( coli(y!S.!marcescens.! Los! valores!de!
MIC!para!los!compuestos!eran!alrededor!de!entre!10P80!veces!inferiores!a!los!
obtenidos!previamente!para!cepas!gramPnegativas!en!ausencia!de!MSM!y!en!
concreto!para!los!compuestos!F1.8!y!F2.3,!se!necesitaban!concentraciones!diez!
veces!inferiores!a!los!obtenidos!previamente!para!observar!la!misma!actividad!
bactericida! ! (Velikova( N.( et( al,( 2016).( Para! descartar! que! esta! mejora! en! la!
actividad!bactericida!se!debiera!aun!efecto!citotóxico!de!las!nanopartículas,!se!
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realizaron! ! ensayos! de! toxicidad!de! estas!MSN! cargadas! con! los! compuestos!
inhibidores!en!cultivos!células!de!mamíferos!(Repetto(G.(et(al,(2008),!y! larvas!
de! pez! zebra! (van( der( Sar(A.(M.( et( al,( 2003)( sin! detección!de! toxicidad!para!
ninguno! de! ellos! a! las! concentaciones! usadas! en! los! ensayos! de! actividad!
bactericida.!Además,!no!se!ha!detectado!alteración!del!sistema! inmune!en!el!
tratamiento! de! cultivos! de! macrófagos! con! estas! MSN! cargadas! con! los!
compuestos.!
(
Discusión.!
!
La!obtención!de!una!segunda!generación!formada!por!12!nuevos!compuestos!
derivados! del! compuesto! 2,! descrito! en! el! apartado! anterior,! no! parece!
mejorar! las!características!de! inhibición!de!autofosforilación!de! las!HKs!de!su!
predecesor,! según! demuestran! nuestros! resultados! in( vitro( preliminares,!
aunque! se! mantienen! en! valores! similares! para! algunos! de! los! compuestos!
(Tabla!10).!!
Tabla!10.!Resumen!ensayos!in!vitro!e!in!vivo!de!la!primera!generación!de!compuestos.!
!
A! pesar! de! estos! resultados! in( vitro,! los! resultados! in( vivo( son! mucho! más!
prometedores!ya!que!los!valores!de!MIC!obtenidos!en!cepas!gramPpositivas!se!
han!reducido!ligeramente!mejorando!a!su!predecesor!(Tabal!10).!No!obstante,!
la! reducción!de! los!valores!MIC!en!estos!compuestos!de!segunda!generación!
con! respecto! a! los! de! primera! no! se! evidencia! en! una! disminución! en! los!
valores!de!IC50!entre!las!HKs!pertenecientes!a!bacterias!gramPpositivas!y!gramP
negativas!(Tabla!10).!Podemos!apreciar!que!la!HK!PhoRS!es!sensible!a!todos!los!
compuestos! a! la! concentración! de! 2mM! cosa! que! no! ocurre! con! las! HKs!
pertenecientes!a!bacterias!gramPnegativas!(Figura!67a).!!
2.1$ 2.2$ 2.3$ 2.4$ 2.5$ 2.6$ 2.7$ 2.8$ 2.9$ 2.10$ 2.11$ 2.12$
In
#v
itr
o#
IC50%
(μM)%
EnvZ% 139,1% 2% 105,4% 164% 2% 2% 2% 2% 91,91% 2% 22,78% 478,2%
PhoRE% 68,1% 2% 391,12% 2% 2% 2% 2% 2% 62,31% 2% 40,13% 63,89%
PhoRS% 57% 2% 19,7% 121,9% 2% 2% 2% 2% 45,63% 2% 52,29% 36,22%
In
#v
iv
o#
Gr
am
1
po
si
6v
as
$
MIC%
(μg/ml)%
Escherichia)coli) >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% >50%
E.)coli)D21f2%% 50% >50% 12,5% >50% >50% >50% >50% >50% 25% >50% >50% 25%
Pseudomonas) ≥50% >50% >50% >50% >50% >50% >50% 12,5*% >50% >50% >50% >50%
Gr
am
1n
eg
a6
va
s$
MIC%
(μg/ml)%
S.)aureus)25293% 3% 3% 0,8% 3% <0,4% 3% 3% 0,8% 3% <0,4% 3% 0,8%
S.)aureus)Newman) 6,25% 0,8% 1,6% 1,6% 0,8% 1,6% 6,25% 1,6% 3% 1,6% 3% 3%
E.)faecium)VanA% 12,5% 0,8% 3% 3% 0,8% 1,6% 12,5% 3% 6,25% 1,6% 3% 6,25%
E.)faecium)VanB% 12,5% 1,6% 6,25% 1,6% 0,8% 1,6% >50% 6,25% 6,25% 1,6% 6,25% 6,25%
E.)faecium)S1) 12,5% 1,6% 6,25% 3% 0,8% 1,6% 2% 2% 6,25% 2% 6,25% 2%
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Quizás! esta! nueva! generación! de! compuestos! no! interaccionan! tan! bien! con!
las!HKs!como!los!compuestos!anteriores!pero!se!internalizan!mejor!a!través!de!
la!membrana!de!las!bacterias!gramPpositivas.!La!ampliación!de!los!ensayos!de!
inhibición! en! la! autofosforilación! y! de! susceptibilidad! bacteriana! son!
necesarios!para!caracterizar!mejor!esta!información.!!
!
Como!en!el!caso!de!los!compuestos!de!primera!generación,!los!resultados!con!
bacterias! gramPnegativas! muestran! que! el! transporte! de! los! compuestos! a!
través! de! la! membrana! interna! de! estas! bacterias! sigue! suponiendo! una!
barrera! para! la! acción! de! estos! compuestos.! Pero! este! problema! parece!
resuelto! con! el! uso! de! MSN! para! la! internalización! de! los! compuestos!
inhibidores! que,! no! sólo! aumentan! la! susceptibilidad! a! los! compuestos! en!
bacterias!gramPnegativas,!sino!que!no!causan!toxicidad!en!cultivos!celulares!ni!
en!larvas!del!pez!zebra,!constituyendo!un!gran!avance!en!nuestra!búsqueda!de!
fármacos!antibacterianos.!
!
Contribución.!
!
Mi! contribución! personal! en! este! capítulo! de! la! Tesis! ha! sido! la! expresión! y!
purificación! de! las! HKs! utilizadas! para! los! ensayos! in( vitro! así! como! la!
realización!de! los!ensayos!de!autofosforilación,! inhibición!y!cristalografía.!Los!
ensayos!in(vivo!de!susceptibilidad!bacteriana!y!de!resistencia!fueron!realizados!
por!la!Dra.!Nadya!Velikova!en!el!laboratorio!del!Dr.!Jerry!M.!Wells!en!el!HostP
Microbe! Interactomics! Chair! Group,! Animal! Sciences,! de! la! Universidad! de!
Wageningen!en!Holanda.!Los!ensayos! in(silico!se!realizaron!por! la!Dra.!Nadya!
Velikova!en!colaboración!con!investigadores!de!la!empresa!InhibOx!Limited!en!
Oxford,!UK.!También!realicé!los!ensayos!de!microscopía!confocal!para!testar!la!
interanlización!de!las!nanopartículas!MSN!en!E.(coli.(
Alguno! de! los! resultados! obtenidos! en! este! apartado! fueron! publicados! en!
2017!en!la!revista!Nanomedicine!con!la!siguiente!referencia:!
Velikova!N.,!Mas!N.,!MiguelNRomero! L.,!Polo!L.,!Stolte!E.,!Zaccaria!E.,!Cao!R.,!
Taverne!N.,!Murguía!J.R.,!MartinezPManez!R.,!Marina!A.,!Wells!J.!“Broadening!
the! antibacterial! spectrum!of! histidine! kinase! autophosphorylation! inhibitors!
via! the!use!of!εPpolyPLPlysine!capped!mesoporous!silicaPbased!nanoparticles.”!
Nanomedicine.! 2017! Feb;13(2):569P581.! doi:! 10.1016/j.nano.2016.09.011.!
Epub!2016!Oct!5.!
!
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3.3.N! BÚSQUEDA! DE! NUEVOS! FRAGMENTOS! ANTIBACTERIANOS:!
XChem.!
!
Con!la!intención!de!encontrar!nuevos!compuestos!antibacterianos!y!de!forma!
paralela!al!trabajo!descrito!anteriormente,!en!la!parte!final!del!desarrollo!de!la!
presente! Tesis! Doctoral! comencé! una! nueva! aproximación! para! la! búsqueda!
de!nuevos! ligandos!o! fragmentos!con!capacidad!de!unión!al!centro!activo!de!
HKs!mediante!una!aproximación!cristalografía!por!difracción!de! rayos!X.!Esta!
aproximación!se!realizó!bajo!la!iniciativa!XChem!del!sincrotrón!Diamond(Light(
Source!(DLS)!(Didcot,!UK).!!
Esta! iniciativa!permite!realizar!cribados!de!alto!rendimiento!por!cristalografía!
de!rayos!X!para!la!búsqueda!de!ligandos.!En!el!último!año!la!iniciativa!XChem!
ha!desarrollado!metodología,!software!y!hardware!que!permite!el!análisis!por!
técnicas!de!cristalografía!de!rayos!X!de!la!interacción!de!librerías!de!pequeños!
compuestos! con! macromoléculas! dianas! en! tiempos! cortos.! Gracias! a! estos!
avances,! se! visualiza! la! interacción! de! varios! centenares! o! un! millar! de!
compuestos! con! una! macromolécula! diana! y! se! resuelve! su! estructura!
tridimensional.!!
!
Para! la! obtención! de! las! estructuras! con! los! fragmentos! unidos! a! su! centro!
activo,!se!utiliza!la!aproximación!de!“soaking”!de!cada!uno!de!los!compuestos!
con! cristales! individuales.! Por! ello,! es! crucial! disponer! de! una! proteína! que!
pueda! ser! producida! y! cristalizada! con! facilidad,! que! los! cristales! producidos!
soporten!las!condiciones!de!“soaking”!y!que!su!capacidad!de!difracción!a!alta!
resolución! no! se! vea! afectada! en! este! proceso.! En! paralelo! a! estos!
requerimientos! de! la!muestra,! es! necesario! una! infraestructura! puntera! que!
permita! un! tratamiento! de! alto! rendimiento! para! la! congelación! de! los!
cristales!y!la!recolección,!análisis!y!trazado!de!los!datos!de!difracción.!!
!
Los!ensayos!de!preparación!de!muestra!y!recogida!de!datos!requirieron!de!una!
estancia! de! una! semana! en! el! sincrotrón! DLS! (Enero! 2017).! Durante! este!
tiempo! tuvieron! que! ponerse! a! punto! las! condiciones! de! “soaking”! para! los!
compuestos,!preparar!el!cribado!de!una! liberaría!por!esta!técnica!y!montar!y!
congelar! los!cristales!para!los!ensayos!de!difracción.!La!recogida!de!datos!fue!
realizada! automáticamente! y! finalizó! con! datos! de! difracción! para! los! 776!
ligandos!o!fragmentos!que!forman!la!librería!denominada!DSPLPDiamondPSGC!
Poised!(Cox(O.(B.(et(al,(2016).!En!esta! librería! los!fragmentos!están!formados!
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por!al!menos!un!grupo!funcional,!aunque!habitualmente!presentan!dos!grupos!
funcionales.! Este! hecho,! hace! que! la! síntesis! de! nuevos! compuestos! por!
combinación! de! grupos! funcionales! sea! sencilla,! rápida! y! barata! mediante!
enlaces!amida!y!reacciones!Suzuki!o!aminaciones!reductoras!(Roughley(S.(D.(y(
Jordan(A.(M.,(2011).!Este!hecho!dota!a!esta!librería!de!sencillez!y!bajo!coste!ya!
que!a!partir!de!un!fragmento!y!con!varias!reacciones!sencillas,!puedes!obtener!
una!gran!variedad!de!fragmentos!derivados.!!
El! procesado! de! los! datos! de! difracción! se! realizó! automáticamente! y! el!
análisis! de! los! datos,! el! cual! sigue! en! proceso,! se! ha! realizado! con! software!
diseñado!en!esta!plataforma!y!al!que!se!debe!acceder!mediante!conexión!en!
remoto! desde! nuestras! instalaciones! informáticas! en! el! Instituto! de!
Biomedicina!de!Valencia!(IBV)!(Figura!70).!!
!
A! continuación! se! describen! los! pasos! realizados,! hasta! el! momento,! en! el!
proyecto! XChem! para! el! diseño! de! nuevos! compuestos! con! capacidad! de!
interaccionar! con! HKs! y! que! hasta! ahora! han! incluido! la! purificación! y!
cristalización! de! la! proteína! diana,! la! puesta! a! punto! de! las! condiciones! y!
ensayos!de!“soaking”,!el!montaje!y!la!difracción!de!los!cristales!en!el!sincrotrón!
DLS,! y! el! procesado!y! análisis! de! los!datos!de!difracción!para! la! selección!de!
aquellos! juegos! de! datos! donde! se! han! detectados! “hits”! o! presencia! de!
fragmentos!unidos!a! la!macromolécula!diana,!en!nuestro!caso!el!dominio!CA!
de!la!HK!CheA!(CheA_CA)!(Figura!70).!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
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Figura!70.!Funcionamiento!del!proyecto!XChem.!La!selección!de!los!cristales,!el!“soaking”!con!
los! fragmentos,! el!montaje! de! los! cristales! y! la! difracción! se! realizaron! en! el! DLS! siendo! esta!
última! totalmente! automatizada.! El! procesado! de! los! datos! y! la! detección! de! posibles!
fragmentos! unidos! o! “hits”! también! se! realizó! automáticamente! gracias! a! la! interfaz!
XChemExplorer! (XCE).! Para! la! selección! de! aquellos! datos! interesantes! se! utiliza! el! programa!
PanDDA!y!su!refinado!se!lleva!a!cabo!a!través!de!Coot,!ambos!con!utilización!en!remoto.!!
3.3.1.N!“Soaking”!de!los!cristales!con!los!fragmentos.!!
Con!carácter!previo!a! la!realización!del!“soaking”,!fue!necesario!obtener!gran!
cantidad!de!cristales!CheA_CA!en!el! sincrotrón!DLS!que,!como!se!ha!descrito!
anteriormente,!se!obtenían!en!unas!condiciones!de!65mM!acetato!de!sódico!
pH4,5,!600mM!acetato!amónico!y!25P35%PEG8000!a!25P30mg/ml!(Bilwes(A.(M.(
et(al,(2001).!!
Dado!que!los!fragmentos!de!la!librerías!se!encuentra!disueltos!en!DMSO!para!
mejorar! su! solubilidad,! hay! que! poner! a! punto! las! condiciones! de! “soaking”!
que!incluyan!este!solvente.!Por!ello,!se!realizaron!pruebas!de!incubación!de!los!
cristales! en! presencia! de! concentraciones! variables! de! DMSO,! 10%P40%,!
durante! diferentes! tiempos,! 1P3h.! Estos! cristales! fueron! congelados! con!
nitrógeno! líquido! y! su! capacidad! de! difracción! de! rayos! X! fue! testada.! En! el!
caso!de!los!cristales!de!CheA_CA!se!comprobó!que!difractaban!a!resoluciones!
entre!1,8P2,8Å,!aún!en!el!caso!de!los!controles!que!estuvieron!en!presencia!de!
DLS$
trabajo$
en$
remoto$
difracción$i04$
Librería$de$fragmentos$
XCE;Coot$
Reﬁnado$del$
modelo$
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Detección$de$“hits”$
$$$$$$$$$$$TeXRank$
$Selección$de$cristales$
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30%!de!DMSO!durante! 3h.! Estos! resultados! fueron!muy! alentadores,! ya!que!
indicaban! que! se! podrían! hacer! incubaciones! con! los! fragmentos! a! alta!
concentración,!alrededor!de!150mM!ya!que!los!compuestos!están!disueltos!a!
una!concentración!de!500mM!en!la!librería,!y!durante!un!tiempo!prolongado,!
3h,!lo!que!sin!duda!aumentaría!la!ocupación!de!los!compuestos!en!los!centros!
activos.!Esta!capacidad!de!incubar!nuestros!cristales!durante!largos!periodos!y!
con! altas! concentraciones! de! los! fragmentos! es! de! gran! importancia,! ya! que!
los! compuestos! de! la! librería! son! de! pequeño! tamaño! y! suelen! presentar!
constantes!de!unión!muy!bajas.!Además,!con!las!pruebas!realizadas!con!DMSO!
se!obtuvieron!datos!de!difracción!de!la!proteína!en!su!forma!nativa!sin!ligando!
unido.! Estos! datos! son! vitales,! ya! que! como! se! indicará! posteriormente,!
servirán!como!control!para!eliminar!la!densidad!electrónica!proveniente!de!la!
proteína! lo!que! facilitará! la!detección!de! la!densidad!electrónica!proveniente!
de!los!fragmentos!aunque!la!ocupación!de!éstos!en!los!cristales!sea!parcial.!!
!
Tras!el! crecimiento!de! los!cristales!de!CheA_CA,!se! tomaron! imágenes!de! las!
gotas! de! cristalización!mediante! al! programa! TeXRank! (Ng( J.( T.( et( al,( 2014)(
para! seleccionar! aquellas! gotas! que! presentaban! cristales! de! calidad! que!
podrían!ser!utilizados!para!el!proceso!de!“soaking”!(Figura!70).!Este!programa!
permite!elegir!la!posición!exacta!dentro!de!la!gota!donde!se!va!a!dispensar!la!
solución!de!DMSO!en! la!que!se!encuentran!disueltos! los! fragmentos,!de!este!
modo,!se!puede!optimizar!el!proceso!de!difusión!del!compuesto!en!la!gota!de!
cristalización!para!que!el!compuesto!llegue!al!cristal!de!una!forma!gradual.!!!
!
Para! la! realización! del! “soaking”! se! dispone! de! una! placa! alicuotada! con! la!
librería!DSPLPDiamondPSGC!Poised!a!una!concentración!de!500mM.!Utilizando!
un!equipo!Echo!(Labcyte)!es!posible!dispensar,!mediante!pequeñas!vibraciones!
acústicas,! volúmenes! de! hasta! 2,5nl.! La! transferencia! de! las! pequeñas! gotas!
con! los! fragmentos!dentro!de! las!gotas!de!cristalización!es!altamente!precisa!
ya!que!se!dispensa!este!pequeño!volumen!de!cada!compuesto!en! la!posición!
exacta!elegida!en!una!única!gota!a! la!placa!de!cristalización!mientras!esta!se!
mantiene! invertida! sobre! la!placa!donde!se!encuentra! la! librería! (Figura!70!y!
71).!La!rapidez!del!proceso,!tan!sólo!unos!30P100seg!por!compuesto,!junto!con!
unas!condiciones!idóneas!de!humedad,!evitan!que!estos!pequeños!volúmenes!
se!sequen.!Tras!la!transferencia,!los!compuestos!de!la!librería!se!incubaron!con!
los!cristales!durante!3h.!Para!testar!776!fragmentos!de!la!librería!se!utilizaron!
3! placas! de! cristalización! MRC3! con! 96! pocillos! de! reservorio! y! 3! gotas! de!
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cristalización! independientes! por! cada! pocillo! de! reservorio,! es! decir,! se!
pudieron!testar!aproximadamente!288!fragmentos!por!placa.!!
!
!
Figura!71.!Técnica!de!“soaking”.!
Realización! del! “soaking”! desde!
la! placa! de! la! librería! de!
fragmentos! hasta! la! placa! de!
cristalografía,! que! se! mantiene!
invertida,! mediante! vibraciones!
acústicas! utilizando! el! aparato!
Echo.!
!
!
!
3.3.2.N!Montaje!y!congelación!de!los!cristales!tras!el!“soaking”.!
Tras! la! incubación! de! los! cristales! con! los! fragmentos! durante! 3h! a! 21°C,! se!
montó!un!cristal!por!cada!gota!de!cristalización,!que!había!sido!incubada!con!
un!único!fragmento!de!librería,!utilizando!MicroLoops!(Mitigen).!Es!de!crucial!
importancia! utilizar! loops! de! tamaño! idéntico! o! inferior! al! cristal,! ya! que! el!
centrado! posterior! de! estos! cristales! en! la! línea! de! difracción! se! realiza! de!
forma!automática!utilizando!un!software!de!reconocimiento!de!imagen!y!si!el!
solvente! en! el! loop! es! muy! abundante! puede! poner! en! peligro! el! correcto!
centrado.!De!este!modo,!se!montaron!alrededor!de!720! loops.!El!proceso!de!
montaje! se! realizó! manualmente! a! una! velocidad! de! 1cristal! cada! 20P30seg!
gracias! a! un! dispositivo! semiPautomatizado,! llamado! Shifter,! acoplado! a! una!
lupa! binocular! que! permite! mantener! la! humedad! necesaria! en! la! placa! de!
cristalización!para!que!las!gotas!con!los!cristales!no!se!deshidraten!(Figura!72).!
Este! dispositivo! es! controlado! por! un! software! donde! definimos! con!
anterioridad! las! posiciones! de! la! placa! con! los! cristales! a! ser! congelados,! de!
modo!que!el!dispositivo!es!capaz!de!centrar!y!enfocar,!únicamente!estas!gotas,!
a!través!de!una!pequeña!ranura!que!permite!acceder!a!los!cristales!que!van!a!
ser! congelados.!Una!vez!montado!el! cristal! y! congelado!en!nitrógeno! líquido!
de!manera!rápida,!el!software!anota!la!posición!de!congelación,!de!modo!que!
una! vez! recogidos! los! datos! de! difracción! de! este! cristal! pueden! asociarse!
fácilmente!al!compuesto!con!el!que!se!realizó!el!“soaking”.!
Placa%de%cristalización%
inver0da%
Placa%de%librería%
de%fragmentos%
Librería%de%fragmentos%
Echo%
Soaking(
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Figura!72.!Montaje!de!los!cristales!con!Shifter.!Montaje!manual!de!los!cristales!tras!el!“soaking”!
con!Shifter.!
!
3.3.3.N!Difracción!de!los!cristales,!procesado!y!refinado!de!los!datos.!
La!difracción!de!los!cristales!se!realizó!de!manera!totalmente!automática!en!la!
línea! I04! del! sincrotrón! DLS.! Cada! cristal! se! centró! y! difractó! siguiendo! una!
estrategia! predeterminada.! Esta! estrategia! se! basaba! en! la! recolección! de!
1500! imágenes! desde! el! ángulo! 0°! hasta! el! 180°! con! el! detector! colocado! a!
una!distancia!que,!para! la! longitud!de!onda!utilizada! (0,9282Å),!permitía!una!
resolución! máxima! media! de! 1,5Å,! exponiendo! durante! 0,04seg! a! una!
transmitancia!del!100%!y!oscilando!0,12°.!
!
El! posterior! procesado! también! se! realizó! de! forma! automática! utilizando! el!
programa!DIMPLE,!disponible!en! las!últimas!versiones!de! la! interfaz!CCP4.!El!
resultado!del!procesado!puede!visualizarse!en! remoto!a! través!de! la! interfaz!
XChemExplorer! (XCE)! (Figura!70)!que!permite!elegir!el!grupo!espacial!y!celda!
de!las!diferentes!opciones!que!presenta!DIMPLE,!si!no!se!está!de!acuerdo!con!
la! seleccionada! automáticamente! que! es! la! de! máxima! probabilidad.! Estos!
cambios!para!el!reprocesado!de!juegos!de!datos!pueden!aplicarse!a!todos!los!
cristales!recogidos!o!de!forma!individual!a!cristales!particulares.!Los!datos!de!
difracción! recogidos! para! CheA_CA! presentaron! resoluciones! de! difracción!
entre!1,5P2.7!Å!y!pertenecían!al! !grupo!espacial!P21!con!unas!dimensiones!de!
celda!similares!a!los!de!la!proteína!nativa,!a=41,!b=59!y!c=67!α=γ=90!β=97,!por!
lo!que!se!seleccionó!este!grupo!espacial!para!el!procesado!de!todos!los!datos.!!
!
De! todos! los! cristales! difractados,! se! obtuvieron! alrededor! de! 740! juegos! de!
datos!individuales!correspondientes!a!cristales!cuya!difracción!y!procesado!se!
Montaje(de(
cristales(
Shi$er'
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realizó!correctamente.!Todos!estos!datos!fueron!gestionados!con!la!aplicación!
XCE!del!DLS!de!forma!remota!desde!las!instalaciones!del!IBV.!Esta!interfaz!no!
sólo!permite!gestionar!todos!los!juegos!de!datos!y!reprocesarlos,!si!no!que!los!
relaciona!con! los!compuestos!con! los!que!se! realizó!el!“soaking”!y! los!enlaza!
con!el!software!PanDDA!para!el! trazado!de! las!estructuras,!evaluación!de! los!
mapas!de!densidad!electrónica!y!localización!de!los!compuestos!con!los!que!se!
realizó! el! “soaking”! en! la! densidad! electrónica! (Pearce( N.( M.( et( al,( 2017)(
(Figura! 70).! El! programa!PanDDa!utiliza! todos! los! juegos!de!datos! recogidos,!
alrededor! de! 740! en! nuestro! caso,! además! de! los! juegos! de! datos! de! los!
controles,!obtenidos!al!difractar! los!controles!de! la!proteína! incubada!con!un!
30P40%! de! DMSO,! para! calcular! un!mapa! de! densidad! electrónica! promedio!
que!correspondería!a! los!átomos!que!se!encuentran!en! todas! las!estructuras!
sin! ligando!en! el! centro! activo.! Este!mapa,! posteriormente,! ese! resta! a! cada!
uno!de!los!juegos!de!datos!individuales!obtenidos!con!los!ligandos!generando!
así!un!mapa!de!diferencias!de!densidad!electrónica!que!correspondería!a! los!
átomos!que!sólo!se!encuentran!en!ese!juego!de!datos,!es!decir,!a! los!átomos!
asociados!al!ligando!con!el!que!se!ha!realizado!el!“soaking”,!si!éste!se!une!a!la!
proteína,!aunque!los!valores!I/σ!correspondiente!a!la!densidad!electrónica!de!
estos!átomos!sea!muy!baja.!Este! software!ha! sido!utilizado!con!éxito!para! la!
detección!de! átomos! con!una!baja! ocupación! en! el! cristal.! Además,! PanDDA!
permite!combinar! los!mapas!clásicos!2F0PFC!para!cada!juego!de!datos!y!por! lo!
tanto!el! trazado!y! refinado!de! las!estructuras! tridimensionales!de! la!proteína!
en!conjunto!con!el!trazado!de!los!fragmentos!o!ligandos!con!poca!ocupación.!!
!
La! reciente!puesta!en!marcha!de!este!proyecto!Xchem! implica!que!toda!esta!
tecnología! descrita! anteriormente! este! aún! en! desarrollo,! siendo! nuestro!
grupo!uno!de! los!primeros!usuarios!en! la!primera!convocatoria!pública!de! la!
plataforma.!Este!hecho!ha!repercutido!en!un!lento!desarrollo!del!proyecto,!ya!
que! el! software! presenta! aún! múltiples! problemas! de! diseño! que! se! van!
corrigiendo!con!las!indicaciones!de!los!usuarios.!En!cualquier!caso,!el!software!
ha!detectado!densidades!electrónicas!extra!para!78!juegos!de!datos!de!los!740!
recogidos! que! el! programa! cataloga! como! interesantes! y! clasifica! según! la!
región!de!la!proteína!a!la!que!se!unen!(Figura!73).!De!estas!densidades,!entre!
15!y!17!mapean!en!el!sitio!de!unión!para!el!nucleótido!lo!cual!hace!pensar!que!
podrían! corresponder! a! fragmentos! que!mimetizarían! al! nucleótido! y! que! a!
partir!de!ahora!pasaremos!a!llamar!“hits”!(Figura!73).!Además,!los!cristales!de!
CheA_CA!presenta!dos!moléculas!del!domino!CA!en!la!unidad!asimétrica!y!de!
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estos! 15P17! juegos! de! datos,! 9! presentaban! estas! densidades! electrónica!
adicionales!en!ambos! centros!activos,! apoyando!que!es!una!unión!específica!
(Figura!73).!!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
Figura! 73.!Selección! de! fragmentos! interesantes! por! el! programa! PanDDa.! (a)Los! 9! sitios! de!
unión!de!los!fragmentos!localizados!por!el!programa!PanDDa!en!las!dos!moléculas!de!CheA_CA!
que! componen! la! unidad! asimétrica! del! cristal.! Los! sitios! 1! y! 2! corresponden! con! los! centros!
activos!de!las!moléculas.!(b)Selección!de!juegos!de!datos!o!“hits”!elegidos!para!los!sitios!1!y!2.!
En!verde!se!representan!aquellos!hits!con!probabilidad!de!contener!en!ligando!y!en!rojo!los!de!
menor!posibilidad.!!
!
Este! análisis! nos! ha! permitido! seleccionar! 9! juegos! de! datos! interesantes! o!
“hits”! que! corresponderían! a! 9! fragmentos! de! los! 776! que! conforman! la!
librería! DSPL! y! que,! según! nuestros! análisis,! se! encuentran! con! alta!
probabilidad!unidos!a!ambos!centros!activos!en!las!dos!moléculas!que!forman!
la!unidad!asimétrica!del!cristal,!ocupando!posiciones!similares!a!las!que!ocupa!
el!nucleótido!(Figura!73).!!
Estos!9!fragmentos!poseen!estructuras!basadas!en!un!grupo!oxadiazol!al!que,!
en! algunos! casos,! se! ha! sustituido! algún! nitrógeno! por! átomos! de! azufre!
(Figura!74).!El!más!sencillo!de! los! fragmentos,! tan!sólo! formado!por!el!grupo!
oxadiazol!unido!a!un!grupo!amida,!el!fragmento!1,!es!el!fragmento!que!tiene!
más! probabilidades! de! unión! con! la! HKs! según! los! programas! informáticos!
(Figura!74).!El!resto!de!los!fragmentos!que!interaccionan!con!el!centro!activo!
de!CheA!están!formados!por!el!mismo!grupo!funcional!con!diferentes!grupos!
lineales! o! por! otros! grupos! aromáticos! formados! por! 5! o! 6! carbonos!
unidos(Figura!74).!
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Figura!74.!Fragmentos!que!mejor! interaccionan!con!CheA.!Selección!de!los!9!fragmentos!cuya!
afinidad!por!el!centro!activo!de!CheA!es!mayor.!!
!
En!estos!momentos!nos!encontramos!refinando!estas!estructuras,! lo!que!nos!
permitirá! evaluar! por! una! parte! la! afinidad! de! los! fragmentos! (según! la!
ocupación),! qué! grupos! funcionales! ocupan! este! centro! activo! y! con! qué!
residuos!de!la!proteína!interaccionan.!Resultados!preliminares!llevados!a!cabo!
con!el!compuesto!1,!que!mejores!resultados!obtuvo!según!PanDDa,!muestran!
como!el!compuesto!se!adapta!perfectamente!a!la!densidad!electrónica!en!los!
centros!activos!de! las!dos!moléculas!que!forman! la!unidad!asimétrica! (Figura!
75a).!Además,!el!anillo!aromático!que!compone!este!compuesto!se!dispone!en!
la!misma! posición! que! ocuparía! el! anillo! de! adenina! en! la!molécula! de! ATP!
según!la!estructura!de!CheA!(PDB:1I58),!cercana!a!los!residuos!que!forman!las!
cajas!conservadas!D!y!N!necesarias!para!la!actividad!de!la!HK!(Figura!75b).!
!
Por! otra! parte! hay! que! indicar! que! varios! de! los! 78! juegos! de! datos! que! el!
programa! PanDDa! consideró! como! interesantes! un! 52%! corresponden! a!
fragmentos!que!se!unen!otros!sitios!de!la!proteína!diferentes!al!centro!activo.!
Esto! puede! indicar! uniones! inespecíficas,! pero! en! algún! caso! varios!
compuestos! mapean! en! la! misma! región.! Aunque! con! menor! prioridad,! se!
están! abordando! estas! uniones,! ya! que! podrían! revelar! sitios! de! unión!
alternativos!con!capacidad!para!el!diseño!de!drogas.!
1"
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Figura!75.!Centro!activo!de!CheA_CA!con!el!fragmento!1!unido.!(a)Detalle!de!los!centros!activos!
de! las! moléculas! a! (izquierda)! y! b! (derecha)! de! la! estructura! CheA_CA! obtenida! tras! su!
incubación!con!el! fragmento!1! (frag.!1).! (b)Superposición!de!uno!de! los!centros!activos!con! la!
molécula! de! ADP! unida! al! centro! activo! obtenida! de! la! estructura! de! CheA! (PDB:1i58).! La!
estructura!de!CheA_CA!aparece!representada!en!color!verde,!molécula!a,!y!naranja,!molécula!b,!!
y! la! estructura! del! ADP! en! verde.! El! mapa! de! densidad! electrónica! 2F0PFC! aparece! en! azul!
mientras! que! el! mapa! de! densidad! electrónica! F0PFC! aparece! en! verde! y! rojo.! Las! cajas!
conservadas!en!el!dominio!CA!de!las!HKs!D!y!N!aparecen!resaltadas.!
!
El!acceso!a!la!plataforma!XChem!y!a!las!herramientas!informáticas!disponibles,!
nos!ha!permitido!reevaluar!ensayos!anteriores.!Por!ejemplo,!en!los!apartados!
3.1! y! 3.2! se! analizó! por! técnicas! de! cristalografía! nuestros! compuestos! de!
primera! y! segunda! generación! utilizando! para! ello! también! la! proteína!
CheA_CA.!El!análisis!de!estos!datos!no!mostraba!densidad!electrónica!asociada!
a! los! compuestos! en!mapas! clásicos! 2F0PFC.! En! estos!momentos,! conocemos!
que! pequeños! fragmentos! con! bajas! afinidades! suelen! presentar! bajas!
ocupaciones!que!se!correlacionan!con!densidades!electrónicas!de!muy!bajo!I/σ!
y!que!son!difícilmente!distinguibles!del!ruido.!Por!ello!se!decidió!incluir!todos!
estos!juegos!de!datos!en!el!análisis!con!la!librería!DSPL!y!se!están!procesando!
junto! a! ellos! con! el! programa! PanDDA.! Esperamos! que! de! este! modo!
podremos! visualizar! la! densidad!electrónica! asociada! a! los! compuestos! en!el!
centro!activo!aunque!ésta!sea!debida!a!una!baja!ocupación.!Esto!nos!ayudaría!
enormemente! a! modificar! dichos! compuestos! y! obtener! una! tercera!
Caja$D$
Caja$N$
frag.$1$
frag.$1$
Caja$N$
Caja$D$
frag.$1$
ADP$
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Caja$N$
Centro$ac3vo$CheA$molécula$a$ Centro$ac3vo$CheA$molécula$b$
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generación!de!compuestos!con!más!capacidad!de! interacción!y!posiblemente!
más!capacidad!de!inhibición!de!las!HKs.!
Discusión.!
!
La!puesta!en!marcha!del!proyecto!XChem!para!la!búsqueda!de!fragmentos!que!
puedan! interaccionar! con! la! proteína! CheA_CA! se! ha! desarrollado! en! el!
sincrotrón!DLS.!Esto!nos!ha!permitido!acceder!a!la!plataforma!más!puntera!en!
el! mundo! para! el! cribado! de! compuestos! por! cristalografía! de! proteínas.!
Aunque!esta!plataforma!se!encuentra!aún!en!fase!de!desarrollo,!su!potencial!
es!muy!alto,!ya!que!en!tan!sólo!una!semana!analizamos!de!manera!muy!rápida!
y!automatizada!la!interacción!de!una!librería!de!776!pequeños!fragmentos.!Los!
programas!utilizados!tanto!para!el!procesado!de!los!datos!de!difracción,!como!
para!la!posterior!búsqueda!de!los!fragmentos!en!el!centro!activo!y!su!refinado,!
nos! ha! permitido! automatizar! y! agilizar! el! proceso! permitiéndonos! incluso!
añadir! más! datos! de! difracción! como! los! obtenidos! previamente! con! la!
primera!y!segunda!generación!de!compuestos.!!
!
Sin! embargo,! el! hecho! de! que! esta! plataforma! aún! se! encuentre! en! fase! de!
desarrollo! ha! repercutido! en! la! aparición! de! diferentes! problemas,! la!mayor!
parte! en! la! utilización! del! software! y! su! uso! en! remoto! desde! nuestro!
laboratorio,! que! ha! ralentizado! el! proceso! de! procesado! y! refinado! de! los!
datos!y!por!consiguiente!el!de!disponer!de!resultados!finales!en!este!apartado.!
Sin!embargo,!esta!aproximación!ha! supuesto!un! impulso!muy! importante!en!
nuestro!objetivo!del!diseño!de!nuevos! compuestos! con! capacidad! inhibitoria!
de! HKs,! ya! que! nos! ha! permitido! aplicar! las! técnicas! de! cristalografía! en! los!
casos! de! baja! ocupación! de! ligandos! en! las! estructuras.! El! refinado! de! las!
estructuras! de! los! 9! ligandos! finales! identificados! en! el! cribado,! que! se! está!
realizando!en!estos!momentos,! junto!con! los!datos!de! las!2!generaciones!de!
compuestos! diseñados! por! el! laboratorio,! permitirá! el! diseño! racional! de!
nuevos!compuestos.!Posteriormente,!una!vez!caracterizados!in(vivo(e!in(vitro!y!
aplicando! las!técnicas!descritas!en!este!capitulo!de!Tesis,!podrían! llegar!a!ser!
nuevos!fármacos!con!capacidad!antibacteriana.!
Contribución.!
!
Mi! contribución! personal! en! este! capítulo! de! la! Tesis! ha! sido! la! expresión! y!
purificación! de! la! HK! CheA_CA! utilizadas! para! los! ensayos! de! cristalografía.!
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También!realicé!los!experimentos!de!“soaking”!y!congelación!de!cristales!en!el!
sincrotrón!DLS!así!como!el!procesado!de!los!datos!obtenidos!en!el!IBV.!!
DISCUSIÓN!GENERAL!
!
225!!
!
!
!
!
DISCUSIÓN!GENERAL

DISCUSIÓN!GENERAL!
!
227!!
La! capacidad! de! los! TCSs! de! controlar! procesos! tan! importantes! en!
microorganismos! como! resistencia! a! fármacos! o! patogénesis! y! tan! diversos!
como!aclimatación!a!condiciones!de!estrés!o!diferenciación!y!desarrollo,!junto!
con!su!ausencia!en!el!reino!animal,!dota!al!estudio!de!su!mecanismo!de!acción!
de!gran!importancia!para!la!obtención!de!fármacos!antibacterianos!o!para!su!
uso!en!biotecnología.!En!este!trabajo!de!Tesis,!se!ha!abordado!el!estudio!del!
mecanismo!de!transducción!de!la!señal!por!TCSs!bacterianos!tanto!canónicos!
como!atípicos!en!un! intento!por!conocer! las!bases!moleculares!que!rigen! los!
mecanismos!de!transducción!y!de!regulación!de!estos!sistemas.!!
!
Los! resultados! obtenidos! en! este! trabajo! de! Tesis! se! centran! en! los!
mecanismos! de! autofosforilación! de! la! HK,! reconocimiento! HKPRR,! y! la!
activación! de! los! RRs! como! puntos! claves! en! el! estudio! del! mecanismo! de!
transducción!mediado!por!TCSs!canónicos!que!nos!han!permitido!entender!y!
descifrar!además!otros!mecanismos!atípicos!dentro!de!los!TCSs.!
!
1.N!DESCIFRANDO!LA!AUTOFOSFORILACIÓN!EN!LAS!HKs.!
Hasta! el! inicio! de! esta! Tesis! Doctoral,! la! información! con! la! que! se! contaba!
sobre! la! reacción!de!autofosforilación!en!HKs!se!basaba!principalmente!en! la!
caracterización!bioquímica!y!genética!de!diferentes!HKs!modelo,!que! junto!a!
datos!estructurales!de!los!dominios!catalíticos!de!estas!enzimas!(Casino(P.(et(al,(
2009;(Albanesi(D.(et(al,(2009),(habían!puesto!de!manifiesto!residuos!clave!para!
la! unión! del! substrato! y! la! catálisis,! aunque! se! desconocía! las! bases!
moleculares! de! cómo! se! llevaba! a! cabo.! Además,! se! desconocía! si! existían!
diferentes! mecanismos! entre! las! HKs,! cuando! recientemente! se! había!
descubierto!que!algunas!HKs!podían!autofosforilarse!en!cis!mientras!otras! lo!
hacían!en!trans.!!
!
La!obtención!en!este!trabajo!de!Tesis!de! la!primera!estructura!tridimensional!
de! una! HK! atrapada! en! una! conformación! competente! para! la!
autofosforilación,! junto! con! nuestros! ensayos! funcionales! a! la! luz! de! esta!
estructura,! nos! ha! permitido! desentrañar! las! bases! moleculares! de! esta!
reacción.! Como,! por! ejemplo,! la! importante! implicación! del! residuo! acídico!
(Asp/Glu)! conservado! adyacente! a! la! His! fosfoaceptora,! que! actuaría! como!
base!general!en!la!reacción,!y!de!un!residuo!polar!conservado!(Asn)!localizado!
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en! la!hélice!α4!del!dominio!CA,!que!actuaría!de!posicionador!de! los! residuos!
catalíticos.!También!hemos!podido!poner!función!a!diferentes!residuos!que!se!
encuentran! conservados! en! las! HKs! y! cuya! implicación! en! el! mecanismo! de!
autofosforilación! no! estaba! claro.! Todos! estos! resultados! nos! han! permitido!
proponer! que! esta! reacción! debe! estar! conservada! en! las! diferentes!
subfamilias!de!HKs,!principalmente!en!HisKA!y!HisKA_3,!las!más!abundantes,!y!
que!es!independientemente!de!su!direccionalidad.!!
!
Además,!nuestros!resultados!han!permitido!corroborar!el!carácter!asimétrico!
de! la! reacción,! que! había! sido! propuesta! en! estudios! bioquímicos! con! la! HK!
NtrB! (Jiang( P.( et( al,( 2000).! La! posibilidad! de! asimetría! en! la! reacción! de!
autofosforilación! había! sido! respaldada,! además,! por! las! estructuras!
tridimensionales!de!los!dominios!catalíticos!completos!de!las!HKs!DesK,!VicK!y!
YF1!(Albanesi(D.(et(al,(2009;(Wang(C.(et(al,(2013;(Diensthuber(R.(P.(et(al,(2013)(
que!mostraron!conformaciones!asimétricas!para!el!dímero!de!estas!proteínas,!
a!pesar!de!no!haberse!podido!atribuir!a!la!reacción!de!autofosforilación.!Estas!
conformaciones! asimétricas,! junto! con! las! simétricas! obtenidas! para! los!
dímeros!de!las!HKs!HK853,!ThkA,!KinB!y!DesK!(Marina(A.(et(al,(2001;(Casino(P.(
et( al,( 2009;( Yamada( S.( et( al,( 2009;( Bick(M.( J.( et( al,( 2009;( Albanesi( D.( et( al,(
2009),!ha!llevado!a!la!proposición!de!un!mecanismo!de!transducción!de!señal!
donde! las!HKs!alternan! los!estados!conformacionales!simétricoPasimétrico!en!
función!de!la!reacción!que!catalizan!en!el!proceso!de!señalización.!!
!
Durante! el! transcurso! de! este! trabajo! de! Tesis! se! resolvieron! diversas!
estructuras!correspondientes!a!la!parte!citoplasmática!de!la!HK!CpxA!(Mechaly(
A.(E.(et(al,(2014)(que!comprenden!los!dominios!citoplasmáticos!HAMP,!DHp!y!
CA! (residuos! 188P457),! en! presencia! de! ADP! o! ATP.! Estas! estructuras! nos!
muestran! la! gran! plasticidad! de! los! dominios! CA,! que! les! permiten! adoptar!
múltiples! disposiciones! relativas! al! eje! central! del! dímero! de! la! proteína,!
formado! por! los! dominios! HAMP! y! DHp,! con! respecto! a! la! disposición! que!
observamos!en!EnvZchim!(Figura!76a).!!!
Unas! de! estas! estructuras! mostraba! a! la! proteína! en! una! conformación!
competente!para!realizar!la!reacción!de!autofosforilación!con!una!molécula!de!
ATP! en! su! centro! activo.! La! comparación! de! los! dominios! catalíticos! de! esta!
estructura!con!la!de!EnvZchim,!corroboró!su!disposición!asimétrica!en!el!dímero!
durante!la!reacción!de!autofosforilación,!al!igual!que!vemos!en!la!estructura!de!
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EnvZchim,! y! la! perfecta! simetría! que! el! dominio!HAMP!presenta! en! el! dímero!
(Figura!76a).!!
Figura! 76.! Asimetría! en! el! proceso! de! autofosforilación.! (a)Estructura! de! la! HK! EnvZchim!
(PDB:4KP4)! vista! desde! la! parte! superior.! Los! dominios! DHp! que! forman! el! dímero! aparecen!
representados!en!gris! y! los!dominios!CA!en!cian.! (b)Superposición!de! la!estructura!de! las!HKs!
EnvZchim! y! CpxA! con! ADP! (PDB:4BIU)! y! con! ATP! (PDB:4BIV).! Los! dominios! HAMP! de! CpxA!
aparecen!representados!en!marrón,!los!dominios!DHp!en!negro!y!los!dominios!CA!en!diferentes!
tonos!de!azul:!cian!para!EnvZchim,!azul!para!CpxAPADP!y!azul!grisáceo!para!CpxAPATP.!(c)Detalle!
del!centro!activo!del!monómero!A,!con!AMPPNP!unido,!de!EnvZchim.!(d)Detalle!del!centro!activo!
del!monómero!que!une!ATP!en!CpxA!(PDB:4BIV).!En!todas!las!figuras!las!cadenas!laterales!de!los!
catalíticos!aparecen!representadas!en!verde!y!los!ligandos!de!AMPPNP!y!ATP!en!rojo.!El!ATPPlid!
en!las!figuras!(c)!y!(d)!aparece!resaltado!en!color!gris.!
!
La! vista! en! detalle! del! centro! catalítico! de! ambas! estructuras,! muestra! la!
generalidad!del!mecanismo!catalítico!propuesta!para!EnvZ!y!HK853!en!el!que!
el!residuo!adyacente!a!la!His!fosfoaceptora,!importante!como!base!general!en!
el! proceso,! lo! forma! el! Glu249! en! CpxA! estabilizado! por! la! Asn323! y! por! la!
Arg251!que!en!CpxA!se!localiza!en!la!hélice!α1!del!dominio!DHp!(Figura!76b).!El!
residuo!polar!importante!en!EnvZchim,!que!forma!la!caja!N!en!las!HKs!canónicas,!
y!es!el! encargado!de!quelar!el! ión!Mg2+,! en!CpxA! lo! forma! la!Asn360! (Figura!
76b).!Por!último,!también!intervienen!en!el!mecanismo!de!autofosforilación!de!
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CpxA! las! Gly! que! forman! la! caja! G2,! conservada! en! las! HKs,! que! aportan!
flexibilidad! al! ATPPlid! y! que,! junto! con! las! Arg363! y! Arg405,! neutralizan! las!
cargas!negativas!del!ligando!(Figura!76b).!!
!
Así!pues,!la!HK!presentaría!simetría!durante!la!recepción!de!la!señal,!asimetría!
durante! el! proceso! de! autofosforilación! y,! según! los! últimos! trabajos!
estructurales! sobre! el! complejo! DesKPDesR,! también! durante! la!
fosfotransferencia!y!nuevamente!simetría!para!la!reacción!de!desfosforilación!
(Albanesi(D.(et(al,(2009;(Casino(P.(et(al,(2009;(Trajtenberg(F.(et(al,(2016).(Estas!
estructuras!de!CpxA!junto!al!análisis!estructural!de!los!dominios!sensores,!PAS!
y!HAMP,!en! las!HKs!VicK!y!YF1! (Wang(C.(et(al,(2013;(Diensthuber(R.(P.(et(al,(
2013),( nos! muestra! como! los! dominios! citoplasmáticos! reguladores! podrían!
actuar!como!interruptores!que!modulen!y/o!estabilicen!estas!conformaciones,!
facilitando!la!alternancia!entre!simetríaPasimetría!dentro!del!dímero!de!la!HK.(
!
2.N!ESPECIFICIDAD!EN!LA!INTERACCIÓN!HKNRR.!
La! generalidad! en! el!mecanismo!molecular! de! la! autofosforilación!propuesta!
para! las!HKs! se!contrarresta!con! la!variabilidad!encontrada!en!una! región!de!
entre!12P20!residuos!que!comprende!el!final!de!la!hélice!α1,!inicio!de!la!hélice!
α2! y! la! conexión! entre! ambas! hélices! del! dominio! DHp! y! que! marca! la!
direccionalidad! cis( o! trans( en! la! reacción! de! autofosforilación.! Los! estudios!
estructurales!y!funcionales,!varios!de!ellos!publicados!durante!la!realización!de!
este! trabajo! de! Tesis,! han!mostrado! que! esta! región! incorpora! parte! de! los!
determinantes!de!la!especificidad!en!el!reconocimiento!HKPRR!(Capra(E.(J.(et(al,(
2010;(Ashenberg(O.(et(al,(2013;(Podgornaia(A.(I.(y(Laub(M.T.,(2015).((
En!la! literatura!existen!tres!estructuras!de!complejos!HKPRR!a!alta!resolución.!
La!primera!de!ellas!formada!por!el!TCS!HK853PRR468!y!que!correspondería!a!la!
reacción!de!desfosforilación!del!RR!mediada!por!la!HK!(Casino(P.(et(al,(2009),!
asentó! las! bases! de! la! interacción! entre! HK! y! RR! que! se! desarrollarían!
bioquímicamente!en!años!posteriores!(Capra(E.(J.(et(al,(2010;(Podgornaia(A.(I.(
et( al,( 2013).! Los! otros! dos! complejos! se! obtuvieron!durante! el! desarrollo! de!
esta!Tesis!Doctoral! y!pertenecen!al! TCS!DesKPDesR,!uno!de!estas!estructuras!
correspondería!a!la!reacción!de!desfosforilación!del!RR!y!otra!en!estado!“pre”!
fosfotransferencia! (Trajtenberg( F.( et( al,( 2016).( En! las! tres! estructuras! se!
aprecia!como!la!superficie!de!interacción!HKPRR!es!idéntica!en!ambos!procesos,!
estado!prePfosfotransferencia!y!desfosforilación!del!RR,!y!en! la!HK!se! localiza!
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en!la!zona!intercambiada!entre!las!estructuras!EnvZ!y!HK853!en!este!trabajo!de!
Tesis,! que! se! propone! como! importante! en! la! especificidad! HKPRR.! Además,!
estas! estructuras! muestran! como! la! fosfotransferencia! es! un! proceso!
asimétrico! mientras! que! la! reacción! de! desfosforilación! es! un! proceso!
simétrico!en!ambos!complejos,!HK853PRR468!y!DesKPDesR.!
!
Al!comparar!estos!3!complejos!HKPRR!resueltos!a!alta!resolución!hasta!la!fecha,!
vemos! que! existe! una! diferencia! notable! entre! los! dos! complejos! en! estado!
fosfatasa!resueltos,!HK853PRR468!y!DesKPDesR,!la!disposición!de!las!hélices!α1!
y!α2!del!DHp.!En!DesKPDesR!se!produce!una!rotación!de!aproximadamente!80°!
de!la!hélice!α1!con!respecto!a!la!α2!que!implica!la!pérdida!de!contactos!entre!
las!cuatro!hélices!que!forman!el!dominio!DHp!en!el!dímero!de!DesK!(Figura!77).!
Esta!rotación!dispone!a!las!dos!His!fosfoaceptoras!hacía!el!centro!del!dímero,!
quedando!a!una!distancia!de!2,9!Å,!lo!que!permite!la!interacción!entre!ambas!
(Figura!77).!Este!movimiento!conlleva!el!alejamiento!de! la!His!del!Asp!del!RR!
(más!de!18!Å)!para!evitar!la!transferencia!reversa!del!grupo!fosforilo.!!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
Figura! 77.! Complejos! HKNRR! en! estado! de! desfosforilación! del! RR.! Superposición! de! las!
estructuras!de! los! complejos!HK853PRR468! (PDB:3DGE)! y!DesKPDesR! (PDB:5IUN)!en!estado!de!
desfosforilación!del!RR!vistas!desde!la!parte!superior.!En!todos!verdes!se!colorea!la!HK!HK853!y!
en!amarillo!su!RR,!RR468.!En!tonos!azules!se!colorea!la!HK!DesK!y!en!tonos!naranja!al!RR!DesR.!
La!parte!derecha!de!la!figura!muestra!la!superficie!de!dimerización!de!las!HKs!con!más!detalle.!
Las! cadenas! laterales! de! las! His! fosfoaceptoras! aparecen! remarcadas! así! como! la! interacción!
entre!las!His!en!DesK!con!líneas!discontinuas.!
!
!
H243%
H243*%
HK853*RR468%
DesK*DesR%
H188% H188*%
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El!hecho!de!que!esta!disposición!de!los!residuos!de!His!en!el!estado!fosfatasa!
de!DesK!no!ocurra!en!la!HK!HK853!(Casino(P.(et(al,(2009;(Marina(A.(et(al,(2005),!
podría!deberse!a!las!diferencias!en!el!dominio!DHp!entre!ambas!HKs.!HK853!es!
una!HK! tipo!HisKA! con!una! superficie! de! contacto!mayor! entre! los! dominios!
DHp!y!CA!que!las!HK!tipo!HisKA_3!como!DesK.!(
(
La! estructura! de! EnvZ! nos! había! mostrado! las! claves! de! la! reacción! de!
autofosforilación!pero!además!nos!había!proporcionado!información!relevante!
sobre! el! reconocimiento! HKPRR.! Utilizamos! esta! información! para! intentar!
explicar!unos!de!las!preguntas!que!yacían!en!el!laboratorio!desde!hacia!tiempo,!
las! diferencias! observadas! en! la! afinidad! ! de! la! HK! NblS! de! Synechococcus(
elongatus(PCC7942!por!sus!dos!RRs!diana!(Espinosa(J.(et(al,(2006;(Salinas(P.(et(
al(2007;(Sakayori(T.(et(al,(2009).!!
NblS! es! una! HK! que! incluye! dominios! reguladores! citoplasmáticos,! HAMP!
(residuos!213P262)!y!PAS!(residuos!282P392),!a! los!dominios!catalíticos!DHp!y!
CA! y! es! capaz! de! reconocer! con! diferente! afinidad! con! los! RRs! SrrA! y! RpaB!
(LópezCRedondo(M.( J.( et( al,( 2010b)( a! pesar! de! la! sorprendente! similitud! en!
secuencia!entre!ambos!RRs.!Más!aún,!esta!diferencia!en!afinidades!se!muestra!
para! la! reacción! de! fosfotransferencia,! donde! NblS! “prefiere”! a! SrrA! sobre!
RpaB,! pero! para! la! reacción! de! desfosforilación,! NblS! parece! no! tener!
preferencias! entre! estos! dos! RRs.! En! un! intento! de! explicar! donde! radicaba!
estas! diferencias! en! la! especificidad! en! este! sistema,! y! la! implicación! de! los!
dominios!reguladores!citoplasmáticos!de!NblS!en!el!proceso,!hicimos!uso!de!la!
información! estructural! generada! en! este! trabajo! de! Tesis! del! RR! SrrA,! y! la!
disponible! en! las! bases! de! datos! para! los! complejo! HKPRR,! HK853PRR468!
(PDB:3DGE)!y!ThkAPTrrA!(PDB:3A0R),!al!presentar! la!HK!ThkA!un!dominio!PAS!
que! nos! permitía! evaluar! la! contribución! de! dicho! dominio! en! el!
reconocimiento!de!los!RRs!(Yamada(S.(et(al,(2009).!
!
Para!ello!utilizamos!la!estructura!del!dominio!REC!de!SrrA!obtenida!mediante!
difracción!de!ratos!X!y!los!modelados!in(silico(del!dominio!REC!de!RpaB!y!de!la!
porción! citoplasmática! de! NblS! (residuos! 219P664).! Pese! a! que! el! complejo!
ThkAPTrrA! está! resuelto! a! baja! resolución,! 3,8! Å,! y! no! permite! observar! con!
detalle! las! interacciones!del!complejo,!sí!permite!apreciar! los!contactos!entre!
el!dominio!PAS!de!la!HK!y!el!dominio!REC!del!RR!(Figura!78b)!pudiendo!llegar!a!
ser!claves!en!la!diferente!especificidad!de!reconocimiento!de!la!HK!por!los!RRs!
tal!y!como!han!propuesto!otros!autores!(Yamada(S.(et(al,(2009;(Wang(C.(et(al,(
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2013).! Además! tuvimos! en! cuenta! las! interacciones! HKPRR! observadas! en! la!
estructura!HK853PRR468.!
Figura! 78.! Posible! reconocimiento! NblSNRRs.! (a)Superposición! de! la! estructura! del! complejo!
ThkAPTrrA! (PDB:3A0R)! con! la! estructura! de! SrrAREC! y! los! modelos! de! NblS219P664! y! RpaBREC!
obtenidos!con!el!servidor! informático! IPTASSER! (Yang(J.(et(al,(2015).!Los!dominios!reguladores!
citoplasmáticos! de! las! HKs! aparecen! en! distintos! tonos! de! rosa! y! los! dominios! catalíticos! en!
tonos!de!amarillo.!El!RR!TrrA!aparece!coloreado!en!naranja,!SrrA!en!azul!y!RpaB!en!verde.!(b)En!
la!parte!superior!se!muestra!el!detalle!de!la!superficie!de!interacción!entre!las!HKs!y!los!RRs.!En!
la! parte! inferior! se! muestra! un! alineamiento! estructural,! llevado! a! cabo! con! el! servidor!
informático!PROMALS3D!(Pei(J.(y(Grishin(N.(V.,(2014),!de!las!HKs!HK853,!ThkA!y!NblS!y!de!los!RRs!
RR468,!TrrA,!SrrA!y!RpaB.!En!rojo!se!colorean!los!residuos!que!forman!hélices!α!y!en!azul!los!que!
forman!hebras!β.!En!amarillo!se!resaltan!los!residuos!que!intervienen!en!el!reconocimiento!HKP
RR!y!enmarcados!con!líneas!discontinuas!se!localizan!estos!residuos!en!NblS,!SrrA!y!RpaB.!
!
El!ensamblado!de!los!complejos!NblSPSrrA!y!NblSPRpaB!en!base!a!los!complejos!
HKPRR!resueltos,!nos!muestra!como!efectivamente!en!la!interacción!entre!NblS!
y!sus!RRs! intervienen! la!hélice!α1!y! las!conexiones!β4α4!y!β5α5!del!dominio!
REC!(Figura!78b)!descritas!con!anterioridad!(Casino(P.(et(al,(2009;(Capra(E.(J.(et(
al,( 2010;(Podgornaia(A.( I.( et(al,( 2013;(Podgornaia(A.( I( y( Laub(M.(T.(2015).! El!
análisis!de!los!residuos!pertenecientes!a!estos!elementos!estructurales!en!SrrA!
y! RpaB! que! intervendrían! en! la! interacción! con! NblS,! según! los! modelos!
generados,! presenta! variaciones! entre! los! dos! RRs.! De! los! 13! residuos! que!
intervienen! en! la! interacción! con! los! dominios! catalíticos,! dos! de! ellos,!
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localizados!en!la!hélice!α1!difieren!entre!ambos!RRs,!el!residuo!Ala24!en!SrrA!
por!la!Ser16!en!RpaB!y!el!residuo!Met31!en!SrrA!por!la!Thr23!en!RpaB!(Figura!
78b).! La! hélice!α1! de! los! RRs! es! el! principal! sitio! de! anclaje! a! la! HK! y! esta!
diferencia! podrían! ser! la! clave! para! marcar! la! preferencia! de! NblS! por! SrrA!
sobre!RpaB!en!la!reacción!de!fosfotransferencia.!!
!
Pero,! ¿cómo! se! explicaría! que! en! la! reacción! de! dePfosforilación! NblS! no!
muestre!preferencias?.!Según!el!complejo!ThkAPTrrA,!el!dominio!PAS!participa!
en!el!reconocimiento!HKPRR!(Figura!78a).!NblS!presenta!un!dominio!PAS!como!
ThkA!y!el!ensamblado!de!los!complejos!NblSPSrrA!y!NblSPRpaB!muestran!que!el!
dominio!PAS!de!NblS!podría!estar!participando!en!el! reconocidito!de! los!RRs!
(Figura!78b).!Este! reconocimiento!se! realizaría!por! la! interacción!del!dominio!
PAS!con!residuos!pertenecientes!a!la!hélice!α4!de!los!RRs!RpaB!y!SrrA!(Figura!
78b).! Estos! residuos! son! idénticos! en! ambos! RRs,! lo! que! explicaría! que! no!
hubiera!diferencias!en!la!afinidad!si!esta!interacción!fuera!determinante!en!el!
reconocimiento.!Este!parece! ser!el! caso!en! la! reacción!de!dePfosforilación!ya!
que,! como! otros! autores! han! mostrado! para! varias! HKs! que! poseen! este!
dominio!(Yamada(S.(et(al,(2009;(Wang(C.(et(al,(2013),!y!el!laboratorio!confirmó!
para!NblS,!la!interacción!entre!los!RR!y!el!dominio!PAS!es!crucial!para!las!HKs!
en!la!reacción!de!desfosforilación!pero!no!en!la!de!fosfotransferencia.!!
!
3.N!ACTIVACIÓN!DE!LA!RESPUESTA!EN!LOS!RRs.!
El! siguiente! paso! en! el! mecanismo! de! transducción! de! la! señal! por! TCSs!
estudiado!en!este!trabajo!de!Tesis,!es!la!activación!del!RR!que!se!desencadena!
o! favorece! en! los! sistemas! canónicos! con! su! fosforilación,! bien! por!
fosfotransferencia! del! fosforilo! desde! su! HK! o! bien! por! pequeños!
fosfodonadores.!Esta!fosforilación!en!un!residuo!de!Asp!conservado!localizado!
en!el!dominio!REC,!orienta! las!cadenas! laterales!de!una!Thr/Ser!en!α4!y!una!
Tyr/Phe!en!α5!hacía!el!centro!activo,!el!denominado!mecanismo!YPT,!que!tiene!
repercusión! en! la! conformación! del! RR! y! principalmente! en! la! superficie!
formada! por! los! elementos! estructurales! α4β5α5! favoreciendo! la!
homodimerización! del! RR.! El! RR! canónico! OmpR,! perteneciente! a! la! familia!
OmpR/PhoB,!sigue!un!mecanismo!de!homodimerización!4P5P5!que!le!permite!
la!interacción!posterior!con!secuencias!palindrómicas!de!sus!promotores!ompC!
y!ompF.(Nuestros!resultados!con!el!dominio!REC!de!OmpR!muestran!la!primera!
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visión! de! este! RR! fosforilado! y! confirman! la! homodimerización! 4P5P5,!
aportando!información!acerca!de!su!mecanismo!de!activación!y!de!la!afinidad!
de!la!proteína!tanto!fosforilada!como!no!fosforilada,!por!diferentes!secuencias!
derivadas! de! dichos! promotores,! mostrando! la! inestabilidad! de! los! RRs!
durante! el! proceso! de! fosforilación! con! pequeños! fosfodonadores.! Esta!
inestabilidad,! que! también! se! ha! observado! en! otros! RR! como! KdpE!
(Narayanan(A.(et(al,(2014),!puede!ser!revertida!por!la!presencia!del!ADN!al!que!
regulan!o!de!su!HK!y!nos!hace!pensar!que!algunos!de!estos!RRs!requieren!que!
dentro!de!la!célula!los!procesos!de!fosfotransferencia!y!unión!al!ADN!se!deban!
dar!de!forma!simultánea.!
!
La! gran! cantidad! de! TCSs! diferentes! que! pueden! coexistir! en! una! célula!
bacteriana,!alrededor!de!30!en!E.(coli(y!hasta!más!de!100!en!otros!organismos!
(Kristin(W.,( 2010),( nos( hizo! plantearnos! qué! rige! la! gran! especificidad! en! la!
homodimerización! en! los! RRs! tras! su! activación.! La! heterodimerización! de!
factores! de! transcripción! está! muy! extendida! en! organismos! eucariotas,!
ampliando!las!posibilidades!de!regulación!de!la!expresión!génica,!pero!parece!
que! este! hecho! no! ocurre! en! procariotas.! Por! ello,! nos! preguntamos! que!
mecanismo! rige! la! especificidad! en! la! homodimerización! y! que! si!
comprendiéndolo,!podríamos!predecir! la!propensión!de! ciertos!RRs!a! formar!
heterodímeros.! Iniciamos! este! estudio! caracterizando! las! interacciones! que!
median!la!homodimerización!entre! los!RRs.!Tras! localizar!cinco!residuos!en!la!
hélice!α4!importantes!para!esta!especificidad!en!los!RRs!con!dimerización!tipo!
4P5P5,! pusimos! a! punto! un! sistema! in( vivo( de! reporteros! fluorescentes! y!
ensayos! de! citometría! de! flujo! que! nos! permitió! obtener! una! herramienta!
sólida! capaz! de! detectar! y! separar! clones! capaces! de! heterodimerizar.! Esta!
herramienta!esta!siendo!utilizada!para!evaluar!la!contribución!de!cada!una!de!
estas! posiciones! en! el! proceso! de! especificidad! en! la! heterodimerización! y!
esperamos!que!sea!de!gran!utilidad!para!responder!a!esta!pregunta.!!
!
También!estudiamos!la!especificidad!en!la!homodimerización!en!los!RRs,!RpaB!
y!SrrA,!pertenecientes!a!la!familia!de!RRs!tipo!OmpR/PhoB,!en!un!intento!por!
descubrir! si! la! heterodimerización! era! posible! entre! estos! dos! RRs! ya! que!
intervienen!en!la!regulación!de!un!mismo!promotor,!nblA,!formando!parte!de!
un!mismo!TCS!y!la!homología!de!secuencia!entre!ellos!es!muy!alta,!alcanzado!
una! identidad!del!74%.! Inicialmente,! la!obtención!de! la!estructura!de!SrrAREC!
con!BeF3P!confirmó!nuestra!propuesta!de!una!activación!clásica!de!SrrA!por!el!
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mecanismo!YPT!seguida!de!una!homodimerización!4P5P5.!Dada! la!similitud!de!
secuencia! entre! SrrA! y! RpaB,! pudimos! modelar! el! dominio! REC! de! RpaB! y!
compararlo! con! la! estructura! experimental! de! SrrAREC! que! nos! sirvió! para!
evaluar! que! residuos! eran! los! encargados! de! mediar! la! interacción! en! el!
dímero!de!SrrA,!mostrando!que!esta!superficie!presenta!pequeñas!diferencias!
con! respecto! a! la! posible! superficie! de! dimerización! de! RpaB,! restringidas! a!
cambios! conservativos,! entre! ambos! RRs! (Figura! 79).! Por! ello,! aunque!
parecería!que!hay!bajas!restricciones!para!la!heterodimerización,!no!podemos!
confirmar!de!forma!categórica!que!esta!ocurra!entre!ambos!RRs.!!
!
Figura!79.!Alineamiento!estructural!entre!los!RRs!SrrA,!RpaB!y!NblR.!Alineamiento!estructural,!
llevado! a! cabo! por! el! servidor! informático! PROMALS3D! (Pei( J.( y(Grishin(N.( V.,( 2014),! entre! la!
estructura! de! SrrAREC! y! los! modelos! informáticos! obtenidos! para! NblRREC! y! RpaBREC! con! el!
servidor! informático! IPTASSER! (Yang( J.( et( al,( 2015).! Las! estructuras! secundarias! de! hélices!α!
aparecen!coloreadas!en! rojo!mientras!que! las!hebras!β! aparecen!en!azul.! El!Asp! fosfoaceptor!
aparece! resaltado! en! rojo,!mientras! que! las! Cys! en!NblR! lo! están! en! verde.! Los! residuos! que!
intervienen! en! los! contactos! de! formación! del! homodímero! en! SrrA! aparecen! resaltados! en!
amarillo.!
!
Durante! el! desarrollo! de! esta! Tesis! Doctoral! aparecieron! dos! ejemplos! de!
heterodimerización! real! en! organismos! bacterianos! apoyando! la! idea! de! la!
heterodimerización! como! un! posible! sistema! de! regulación! en! TCSs! de!
organismos! bacterianos.! Uno! de! estos! ejemplos! es! el! RR! RcsB! del! TCS! RcsCP
RcsDPRcsB! de! Salmonella( (DomínguezCBernal( G.( et( al.,( 2004),! el! cual! se! ha!
demostrado! que! interacciona! con! diferentes! factores! transcripcionales! como!
GadE,!BglJ!o!MatE,!para!lo!cual!no!requiere!estar!fosforilado,!y!con!el!RR!RcsA!
para!lo!cual!sí!que!requiere!encontrarse!fosforilado.!Un!análisis!mutacional!en!
RcsB! (Pannen( D.( et( al,( 2016)! muestra! como! la! interacción! con! los! factores!
transcripcionales!GadE,!BglJ!y!MatE!se!lleva!a!cabo!a!través!de!la!hélice!α1!del!
dominio!REC,!mientras!que!la!interacción!con!RcsA!se!llevaría!a!cabo!a!través!
de! la! superficie!α4β5α5! constituyendo!un! caso! real! de! competencia! entre! la!
homodimerización!y!la!heretodimerización!en!RRs.!!
!
El!segundo!ejemplo!lo!componen!los!RRs!huérfanos!BldM!y!WhiI!de!la!familia!
α1# α2# α3#
α4# α5#β5#β4#
β3#β2#β1#
SrrA    1  ----AKEKILVVDDEAAVRRILTMRLSMAGYQVVVASDGHEALAMFEQEAPDLIVLDVMLPKLDGYGVCR   66 
RpaB    1  ------EKILVVDDEASIRRILETRLAMIGYEVVTAADGEEALITFRNATPDLVVLDVMMPKLDGYGVCQ   64 
NblR    1  MIAPASPHILLIESDSSLAQQMAGDLLQAGYGTSLANVQQDLFAQIDLQKPDLVIVDRMAGGQSGLQFCR   70 
 
 
SrrA   67  ELRKL-SDVPIIMLSALGDIADRITGLDLGADDYLPKPFSPKELEARIATILR--  118 
RpaB   65  ELRKE-SDVPIIMLTALGDVADRITGLELGADDYVVKPFSPKELEARIRSVLRRV  118 
NblR   71  QLRDRGLTIPILLLMGRDTVEDRVACLEAGADDYLLKPYRSDEFLRRLQL-----  120 
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FixJ/NarL!de!Streptomyces! los! cuales! son!defectivos!en! residuos! conservados!
necesarios!para!su!fosforilación.!WhiI!no!posee!el!residuo!de!Lys!conservado!ni!
uno!de!los!residuos!de!Asp!necesarios!para!la!interacción!con!el!Mg2+.!Por!otro!
lado,!BldM!posee!un!residuo!de!Ala!en!lugar!del!residuo!de!Asp!fosfoaceptor.!
Estos! RRs! son! capaces! de! heterodimerizar! entre! sí! para! regular! un! mayor!
número! de! genes,! aunque! hasta! el! momento! se! desconoce! si! esta!
heterodimerización!se!realiza!por!la!interaccionan!a!través!del!dominio!REC!o!
del! dominio! efector! (Mahmoud(M.A.( et( al,( 2014).! Estos! ejemplos! muestran!
como!la!heterodimerización!entre!RRs!podría!conformar!un!nuevo!sistema!de!
regulación!en!los!TCSs,!al!igual!que!en!organismos!eucarióticos.!!
!
El!estudio!del!sistema!NblSPRpaB/SrrAPSipA!aún!podría!incluir!un!grado!más!de!
complejidad!a!la!vista!de!estos!resultados,!ya!que!desde!los!primeros!estudios!
del!proceso!de! respuesta!a!estrés!en!cianobacterias,! se!había!propuesto!que!
NblS!formaba!un!TCS!con!NblR.!Trabajos!del!grupo!habían!mostrado!que!NblR!
era! un! RR! tipo! PIARR! como!BldM!o!WhiI.! Los! resultados! anteriores! abren! la!
puerta!a!que!NblR!trabaje!en!el!TCS!con!NblS,!pero!no!por!fosforilación!directa!
de!esta!HK,!si!no!interaccionado!con!los!RRs!que!son!regulados!por!ella.!Para!
ello,! NblR! debe! de! presentar! una! superficie! de! dimerización! compatible! con!
RpaB!o!SrrA!cuya!disposición!sea!regulable.!Los!estudios!presentados!en!esta!
Tesis!muestran!a!dos!Cys,!una!de!ellas!conservadas!en!los!RRs!SrrA!y!RpaB!pero!
no! en! otros! RRs! tipo! OmpR/PhoB,! en! posición! 69! y! 96! cuya! disposición! es!
compatible! con! la! formación! de! un! puente! disulfuro.! Estas! Cys,! junto! con! el!
residuo!de!Tyr!implicado!en!el!mecanismo!YPT,!regulan!la!superficie!α4β5α5!y!
juegan!un!papel!importante!en!el!proceso!de!unión!al!promotor!del!!gen!nblA.!!
!
Estos! resultados! apoyarían! que! la! oligomerización! utilizando! la! superficie!
α4β5α5,!al! igual!que!en!el! caso!de! los!RRs!SrrA!y!RpaB,!es!el!mecanismo!de!
acción!de!NblR!para!realizar!su!actividad!regulatoria.!El!hecho!de!que!este!RR!
disponga! de! una! superficie!α4β5α5! competente,! abre! la! posibilidad! de! que!
este!RR!podría!heterodimerizar!con!RpaB!y!SrrA!en!la!regulación!de!nblA!y!de!
otros!genes!implicados!en!la!respuesta!a!estrés.!Al!igual!que!con!los!RRs!RpaB!y!
SrrA,! los! residuos! de! NblR! propuestos! para! mediar! la! oligomerización!
presentan,!aunque!bajas,!discrepancias!con!los!correspondientes!en!SrrA!o!en!
RpaB,!por!lo!que!no!podemos!confirmar!esta!teoría!(Figura!79).!!
!
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4.N!ESTUDIO!DEL!TCS!ÁTIPICO!MaeKNMaeR.!
El! TCS!MaeKPMaeR! regula! el! metabolismo! del! malato! en! Lactobacillus( casei(
BL23!(Landete(J.(M.(et(al,(2010)(y!se!considera!un!sistema(atípico!puesto!que!
está!compuesto!por!una!HK,!MaeK,!cuyo!dominio!CA!no!presenta!los!residuos!
catalíticos!canónico!y,!tal!y!como!demuestran!nuestros!estudios!funcionales!in(
vitro,( es! un! dominio! degenerado! incapaz! de! unir! ATP,! y! por! lo! tanto! de!
autofosforilarse!y!fosfotransferir!a!su!RR!MaeR.!Por!otra!parte,!MaeK!tampoco!
presenta!actividad!fosfatasa!sobre!MaeR.!A!pesar!de!esto,!nuestros!ensayos!in(
vivo! demuestran!que!el!dominio!CA!de!MaeK!es!necesario!para! la!activación!
del!TCS.!!
!
Por! su!parte,! el! RR!MaeR!ha! sido! englobado!dentro!de! la! familia! de!RRs!del!
metabolismo! del! citrato.! Los! datos! estructurales! obtenidos! de! MaeRREC!
activado! por! la! unión! al! fosfomimético! BeF3P,! demuestran! que! aunque! su!
fosforilación! sigue! el! mecanismo! de! activación! YPT! e! implica! los! elementos!
estructurales!α4,!β5! y!α5! (Figura! 80b),! su! dimerización! no! es! del! tipo! 4P5P5!
sino!tipo!“swapped”(o!entrecruzada!tan!sólo!observada!con!anterioridad!en!el!
RR!Reg3X!de!Mycobacterium(tuberculosis!(KingCScott(J.(et(al,(2007).!A!pesar!de!
que! este! tipo! de! dimerización! no! esta! extendida! entre! los! RRs,! es! una!
dimerización! biológicamente! posible! al! observarse! en! RRs! pertenecientes! a!
diferentes! grupos! y! a! organismos! muy! alejados,! lo! que! sugiere! que! podría!
estar!extendida!en!otros!muchos!RRs!aún!por!caracterizar.!!!
!
Por!otra!parte,!los!datos!estructurales!sugieren!que!a!diferencia!de!los!RRs!con!
dimerización! 4P5P5,! como! OmpR! y! SrrA! (Figura! 80a),! el! proceso! de!
dimerización!debe!de!ser!previo!a!la!fosforilación,!ya!que!es!la!forma!dimérica!
la! que! presenta! un! centro! activo,! con! residuos! catalíticos! de! ambos!
monómeros,!en!disposición!competente!para!aceptar!el!grupo!fosforilo!(Figura!
80b).!!!
!
!
!
!
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!
Figura!80.!Dimerización!en! los!RRs! resueltos.!Comparativa!de! los!RRs!resueltos!en!esta!Tesis,!
(a)los!RRs!OmpR!y!SrrA!con!dimerización!4P5P5!y!(b)el!RR!MaeR!con!dimerización!swapped.!Los!
detalles!de!los!centros!activos!en!los!tres!casos!se!representan!en!la!parte!derecha!de!la!figura.!
Las! cadenas! laterales! de! los! residuos! catalíticos! aparecen! resaltadas! en! verde,! así! como! la!
molécula!de!BeF3
P,!en!verde!lima,!y!de!Mg2+,!en!negro.!Las!estructuras!secundarias!implicadas!en!
la!dimerización!y!la!activación!también!se!señalan.!
!
El! hecho!de!que!MaeK!no!pueda! fosfotransferir! ni! desfosforilar! a!MaeR,!nos!
lleva!a!pensar!que!MaeK!podría!estar! implicada!en! favorecer! la!dimerización!
de! MaeR! mediante! un! mecanismo! alostérico! para! su! posterior! fosforilación!
por!pequeños!fosfodonadores.!La!activación!alostérica!del!RR!a!través!de!la!HK!
ha! sido! propuesta! para! el! TCS! DesKPDesR! y! es! muy! probablemente! que!
también! se! de! en! el! sistema! SenX3PRegX3,! ya! que! RegX3! requiere! de! la!
incubación!con!su!HK!SenX3!para!ser!fosforilada!por!pequeños!fosfodonadores.!
El! hecho! que! RegX3! también! presente! una! conformación! activa! “swapped”!
apoya!la!función!de!“chaperona”!de!la!HK!en!estos!TCSs.!Este!hecho,!explicaría!
nuestra!incapacidad!para!detectar!la!especie!dimérica!de!MaeR!in(vitro(ya!que!
se! requiere! de! la! actividad! chaperona! de! MaeK! para! su! dimerización.! La!
incubación! in(vitro!de!MaeR!con!diferentes!constructos!solubles!de!MaeK!no!
indujo! la! dimerización! del! RR,! lo! que! iría! en! contra! de! esta! propuesta,! sin!
embargo,! los!mismo!ensayos!mostraron!que!estos!constructos!de!MaeK!eran!
b
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incapaces!de!interaccionar!de!forma!estable!con!MaeR,!sugiriendo!que!quizás!
se! requiera! de! la! proteína! MaeK! completa! embebida! en! la! membrana!
plasmática! para! realizar! tal! misión.! Otra! opción,! que! no! hemos! podido!
corroborar! in(vitro(es!que!MaeK!pudiera!actuar!como!una! fosfotransferasa!o!
HPt!y!que,! tras! fosforilarse!en!su!residuo!de!His!conservado!fosfotransfiera!a!
otras!enzimas!que!puedan! fosforilar!a!MaeR.!Esto! implicaría!que!debe!existir!
otra!quinasa!que!fosforilaría!a!MaeK.!A!pesar!del!conocimiento!obtenido!sobre!
estas!dos!proteínas!en!este!trabajo!de!Tesis,!aún!quedan!múltiples!preguntas!
por!responder!sobre!el!mecanismo!de!activación!de!este!TCS!atípico.!!
!!
5.N!LA!AUTOFOSFORILACIÓN!EN!LAS!HKs!COMO!DIANA!ANTIBACTERIANA.!
Sin!duda!alguna,!el!conocimiento!del!mecanismo!de!autofosforilación!de!HKs!
aportado! en! esta! Tesis! Doctoral! junto! con! la! información! estructural! y!
funcional! previa! en! la! literatura,! es! de! gran! utilidad! para! el! diseño! de!
compuestos! antibacterianos! de! amplio! espectro! cuya! acción! radique! en! la!
inhibición!de!dicha!reacción,!primer!paso!en!la!transducción!de!señal!por!TCSs.!
Para! contribuir! en! la! búsqueda! de! compuestos! inhibidores! de! la!
autofosforilación! con! posible! actividad! antibacteriana,! utilizamos! dos!
vertientes!altamente!complementarias.!
!
La! primera! de! las! vertientes! se! basa! en! testar! la! capacidad! de! inhibir! de!
compuestos!diseñados!a!partir!del!conocimiento!previo!de!la!diana!de!acción!y!
mediante!experimentos!in(silico.!En!nuestro!caso!utilizamos!ensayos!in(vitro!e!
in( vivo(para! testar! la! capacidad!de! inhibir! el! proceso!de! autofosforilación(de!
compuestos!mimetizadores! de! la!molécula! de! ATP! generados! por! análisis! in(
silico.!!
Como! resultado! de! esta! vertiente,! se! obtuvieron! dos! generaciones! de!
compuestos!con!buenas!capacidades!inhibitorias!in(vitro(y!buenas!capacidades!
bactericidas! in( vivo! sobre! bacterias! gramPpositivas.! La! incapacidad! de! estos!
compuestos!de!inhibir!in(vivo!a!bacterias!gramPnegativas!con!la!misma!eficacia!
que!a!las!gramPpositivas!es!debido,!tal!y!como!muestran!nuestros!resultados,!a!
las! dificultades! de! los! compuestos! para! atravesar! la! membrana! externa! de!
estas! bacterias! (Nikaido( H.,( 2003).! Por! ello,! y! debido! a! que! los! mayores!
problemas! de! resistencia! a! antibióticos! se! encuentran! en! bacterias! gramP
negativas!como!Enterobacteriaceae,(Pseudomonas(aeruginosa(y!Acinetobacter!
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que!generan!resistencia!a!cefalosporinas!y!carbapenemas!(Dancer(S.(J.,(2001),(
o! como! E.( coli! (Alhashash( F.( Et( al,( 2013),! ha! sido! necesaria! la! utilización! de!
nuevas!metodologías!para! la! internalización!de! los!compuestos.!Una!de!estas!
metodologías!es! la!utilización!de!nanopartículas!de!sílice!mesoporosas!(MSN)!
con!las!que!se!han!alcanzado!en!este!trabajo!de!Tesis!valores!bactericidas!en!
bacterias!gramPnegativas!comparables!a!los!obtenidos!por!los!compuestos!en!
bacterias! gramPpositivas! mostrando! que! la! utilización! de! MSN! como! una!
herramienta!clave!en!el!desarrollo!de!fármacos!a!partir!de!estos!compuestos,!
es! posible! y! segura! tal! y! como! indican! nuestros! resultados! sobre! toxicidad!
celular.!!
!
La! segunda! de! las! vertientes! utilizada! en! nuestra! búsqueda! de! compuestos!
antibacterianos!se!basa!en!el!uso!de! la!cristalografía!de!macromoléculas!y!se!
desarrolló! con! nuestra! incorporación! al! proyecto! XChem! en! DLS.! Este!
novedoso! proyecto! nos! ha! permitido! hacer! un! análisis! masivo! mediante!
difracción!de!rayos!X!de!interacción!proteínaPligando!utilizando!por!una!parte!
una! librería! de! pequeños! fragmentos! como! fuente! de! ligandos! y! por! otra! el!
domino!de!unión!de!nucleótido!de!la!HK!CheA!de!Thermotoga(maritima!como!
diana.! La! metodología! utilizada! en! este! proyecto! cuenta! con! los! últimos!
avances!en!tecnología!para!la!cristalización,!difracción,!resolución!y!análisis!de!
estructuras!(Pearce(N.(M.(et(al,(2016).!La!obtención!de!9!posibles!fragmentos!
unidos!en!el! centro! activo!de! la!HK!CheA,!que!aún!necesitan! ser! refinados! y!
analizados,!como!posibles!inhibidores!de!la!reacción!de!autofosforilación,!nos!
abre! la! puerta! a! una!nueva! y! variada!batería! de!pequeños! compuestos! cuya!
modificación! rápida! y! barata,! por! combinación! de! grupos! funcionales,! nos!
permite! ampliar! y! mejorar! los! compuestos! para! testarlos! in( vivo( e! in( vitro(
durante! las! primeras! fases! del! desarrollo! de! fármacos.! Además,! el! hecho! de!
partir! de! las! estructuras! tridimensionales! nos! permite! que! todas! estas!
modificaciones! puedan! ser! racionales! y! dirigidas! para,! por! una! parte,!
aumentar! la!afinidad!con! la!diana!y,!por!otra,! tanto!variar! la!especificidad!de!
unión!a!una!o!varias!HKs!especificas,!como!generar!compuestos! inespecíficos!
con!un!mayor!rango!de!acción.!
!
!
!
Así,! nuestros! resultados! obtenidos! acerca! del! mecanismo! de!
transducción! de! la! señal! basada! en! TCSs,! más! concretamente! acerca! de! los!
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procesos! de! autofosforilación,! reconocimiento!HKPRR! y! activación!de! los! RRs!
en! el! sistema! canónico! EnvZPOmpR,! han! aportado! importante! información!
sobre!el!mecanismo!general!de!acción!de!estos!sistemas!así!como!la!utilización!
de! esta! información! para! el! estudio! de! otros! sistemas! atípicos! cuyos!
mecanismos! aún! nos! son! desconocidos,! como! los! sistemas! NblSPRpaB/SrrAP
SipA!y!MaeKPMaeR!o!como!el!RR!NblR.!Además,!nuestros!resultados!nos!han!
permitido! aplicar! esta! información!en!el! importante!proceso!de! la! búsqueda!
de! fármacos! antibióticos! de! amplio! espectro! que! reduzcan! al! máximo! los!
problemas!actuales!de!resistencia.!!
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1P!El!mecanismo!de!autofosforilación!se!puede!establecer!como!general!para!
las!HKs!de!las!subfamilias!HisKA!y!HisKA_3!debido!a!la!alta!conservación!de!los!
residuos! que! participan! en! la! reacción.! Además,! este! mecanismo! es!
independiente!de!la!direccionalidad!cis(o!trans(de!esta!reacción.(
!
2.P! El! mecanismo! de! autofosforilación! de! las! HKs! de! las! subfamilias! HisKA! y!
HisKA_3! se! produce! por! el! ataque! nucleofílico! de! la! His! fosfoaceptora! al!
fosfato! γ! de! la! molécula! de! ATP! unido! al! dominio! CA.! Este! ataque! se! ve!
favorecido! por! la! interacción! de! la! His! con! el! residuo! acídico! (Asp/Glu)!
conservado!adyacente!a!ella,!que!actuaría!como!base!general,!y!con!un!residuo!
polar!conservado!(Asn)! localizado!en! la!hélice!α4!del!CA.!La!transferencia!del!
grupo!fosfato!se!estabiliza!por!la!interacción!con!el!enlace!amida!de!la!cadena!
principal!de!la!caja!G2!presente!en!la!hélice!α5.!!
!
3.P! Los! resultados! cristalográficos! y! funcionales! concluyen! que! la!
direccionalidad!cis(o!trans!en! la!reacción!de!autofosforilación!es!dependiente!
de!la!longitud!y!composición!en!residuos!de!la!conexión!entre!la!hélice!α1!y!α2!
del! DHp.! Además,! resultados! de! fosfotransferencia! indican! que! la!
direccionalidad! cis! o! trans! tiene! repercusiones! en! el! reconocimiento! HKPRR,!
permitiendo!discriminar!entre!RRs.!!
!
4.P! La! fosforilación! del! RR! OmpR! induce! cambios! conformacionales! en! la!
proteína!que!se!ven!reflejados!en!la!dimerización!del!dominio!REC!utilizando!la!
superficie!α4β5α5!y!en!el!aumento!de!la!afinidad!por!sus!promotores!diana.!
!
5.P! El! análisis! de! las! superficies! de! homodimerización! en! los! RRs! con!
dimerización! tipo! 4P5P5,! la! más! abundante! en! los! RRs,! muestra! que! existen!
interacciones! conservadas! en! todas! ellos! y! otras! propias! de! cada! RR.! Las!
interacciones! comunes! se! llevan! a! cabo! entre! residuos! conservados! de! la!
hebra!β5!y!el!final!de!la!hélice!α5!y!deben!ser!los!responsables!de!este!tipo!de!
dimerización,!mientras!que!las!específicas!son!mediadas!por!residuos!variables!
de!la!hélice!α4!y!el!inicio!de!la!hélice!α5,!debiendo!ser!éstas!las!responsables!
de!la!exquisita!especificidad!a!la!hora!de!homodimerizar.!!
!
!
!
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6.P! La! variación! de! los! cinco! residuos! propuestos! como! responsables! de! la!
especificidad!en!la!homodimerización!de!los!RRs!permitiría!obtener!RR!capaces!
de! heterodimerizar,! apoyado! el! papel! discriminador! propuesto! para! estas!
posiciones.!!
!
7.P!El!estudio!de!las!proteínas!MaeK!y!MaeR!de!Lactobacillus(casei!muestra!que!
conforman! un! TCS! atípico! que! controla! el! metabolismo! del! malato! y! que!
filogenéticamente!!procede!de!un!ancestro!común!en!!Lactobacillales.(
(
8.P(MaeK!constituye!una!HK!atípica!dado!que!su!dominio!CA!está!degenerado!
siendo!incapaz!de!unir!ATP,!lo!que!le!impide!autofosforilarse.!
!
9.P! La! estructura! tridimensional! del! RR! MaeR! muestra! que! la! conformación!
competente! para! la! fosforilación! de! este! RR! implica! la! dimerización! tipo!
“swapped”!que!se!realiza!a!través!de!los!elementos!estructurales!α4β5α5.!Esta!
estructura,!es!el!segundo!ejemplo!de!este!tipo!dimerización!tras!la!activación,!
apoyando! su! relevancia! biológica! y! anticipando! el! aumento! de! RRs! con!
dimerización!“swapped”.!
!
10.P! La!estructura! tridimensional!de! SrrAREC! en!presencia!de!BeF3P!muestra!el!
estado! fosforilado! del! RR,! el! cual! sigue! un! mecanismo! de! activación! YPT! y!
forma! un! dímero! tipo! 4P5P5.! La! alta! homología! de! secuencia! con! RpaB,! el!
segundo! RR! activado! por! NblS,! en! sus! superficies! de! dimerización,! es!
compatible!con!una!posible!heterodimerización!entre!ambos!RRs.!
!
11.P! El! RR! NblR! de! Synechococcus( elongatus( PCC7942! es! atípico! al! ser! su!
activación! independiente! de! fosforilación.! Sin! embargo,! dicha! activación!
implica!a!la!superficie!α4β5α5!a!través!de!los!residuos!Tyr104,!Cys69!y!Cys96,!
apoyando!un!mecanismo!molecular!similar!al!canónico!YPT!en!otros!RRs.!!
!
12.P!El!uso!combinado!de!aproximaciones!in(vivo,!in(vitro!e!in(silico!permiten!el!
desarrollo! de! compuestos! inhibidores! de! la! autofosforilación! en! HKs! que!
presentan!acción!bactericida!sobre!múltiples!cepas,!varias!de!ellas!patogénicas,!
de! bacterias! gramPpositivas.! Esta! actividad! bactericida! se! ve! reducida! en!
bacterias! gramPnegativas! debido! a! la! limitación! de! estos! compuestos! para!
alcanzar! su!diana!en!el! citoplasma! celular,! impuesta!por! la! doble!membrana!
celular.! El! uso! de! nanopartículas! que! promueven! la! internalización! de! los!
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compuestos!es!una!estrategia!eficaz!para!superar!este!problema!sin!provocar!
problemas!de!toxicidad!celular.!
!
13.P! El! cribado! de! librerías! de! pequeños! fragmentos! por! cristalografía! de!
proteínas!es!una!aproximación!poderosa!para!el!desarrollo!de!compuestos!con!
actividad!farmacológica.!
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Tabla!1.!Contactos!de!los!RRs!con!dimerización!4N5N5.!Los!contactos!específicos!de!la!
dimerización!tipo!4P5P5!aparecen!en!verde!y!los!contactos!específicos!de!cada!proteína!
en!amarillo.!Los!residuos!correspondientes!a!la!proteína!PhoB!aparecen!resaltados!en!
negrita.! Entre! paréntesis! se! indica! la! distancia! del! enlace! y! en! gris! los! átomos! que!
forman!cada!contacto.!
!
!
!
!
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Tabla!1.!continuación!Contactos!de!los!RRs!con!dimerización!4N5N5.!!
PhoB(PDB1ZES), ArcA(PDB1XHF), HP1043(PDB:2PLN), PmrA(PDB:3W9S), TorR(PDB:1ZGZ),
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Figura!1.!Curvas!de!tritiación!de!NblR!con!su!promotor!nblA.!Curvas!de!tritiación!para!la!
especie! silvestre,! NblR,! y! los! mutantes! NblRC69A/C96A! y! NblRY104A! con! el! fragmento! nblA1! del!
promotor!nblA!debidas!a!los!cambios!en!la!fluorescencia!a!335nm.!Los!valores!de!tritiación!con!
el!ADN!control!E3!también!se!muestran!en!la!parte!inferior!de!la!figura.!
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